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“El maleficio hispánico ha sido deshecho; muy 
duradero y cerril habrá de ser un gobierno inculto 
para que deje perecer en su país esa vegetación 
intelectual que ya se propaga, y se perpetuará por sí 
misma si se cuida y estimula.” 
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Buenos Aires (Argentina) 1962]. 
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Resumen 
La aterosclerosis es una enfermedad originada, entre otras causas, por la acumulación 
subendotelial de LDLs modificadas y en la que la inflamación y el estrés oxidativo juegan un 
papel fundamental. Las proteínas de respuesta al estrés (CSPs) son un grupo de proteínas que 
están presentes de manera ubicua y cuya síntesis se induce como mecanismo de protección frente 
a condiciones adversas, aunque algunas se expresan de manera constitutiva y son esenciales para 
la viabilidad celular. Numerosos estudios han demostrado que las CSPs están presentes en la 
placa de ateroma y pueden modular diversos procesos involucrados en la formación y desarrollo 
de la aterosclerosis, entre ellos la inflamación y el estrés oxidativo.  En esta tesis estudiamos el 
papel en aterosclerosis de dos grupos de CSPs: las proteínas de respuesta al choque térmico 
(HSPs) y las proteínas de la familia de la Tiorredoxina (TRX). Estudios en placas ateroscleróticas 
humanas demuestran la presencia de HSP90 asociada principalmente a la zona inflamatoria y 
placas inestables. La inhibición de HSP90, tiene diversos efectos pleiotrópicos entre los que se 
encuentran la inducción de la respuesta a estrés y la modulación de numerosas rutas de 
señalización por degradación de las proteínas cliente de HSP90. Nuestros estudios en células 
implicadas en el proceso aterogénico [(monocitos/macrófagos y células del músculo liso vascular 
(CMLVs)] han demostrado que el uso de inhibidores de HSP90 modula la activación de 
numerosos mediadores de la respuesta inmuno-inflamatoria [p.ej JAK/STAT o el factor nuclear 
kappa B (NF-κB)]  y oxidativa (MAPK o NADPH oxidasa). Para profundizar en estos resultados 
realizamos un modelo experimental de daño vascular [(aterosclerosis en ratones knock out para la 
Apolipoproteína E (ApoE-/-)] en el que se obtuvieron resultados análogos a los anteriores, 
describiendo además una disminución del tamaño de la lesión y una reducción del contenido 
lipídico de las placas presentes en el arco aórtico. Otras CSPs como la Peroxirredoxina-1 (PRDX-
1)/TRX también implicadas en aterosclerosis, pueden modular el estado redox celular en parte a 
través de su interacción con la NADPH oxidasa.  Así, en estudios con monocitos/macrófagos 
describimos cómo el estrés oxidativo induce la liberación de PRDX-1/TRX en un proceso 
dependiente de la producción ión superóxido por la NADPH oxidasa. Además, mostramos que 
los niveles circulantes de PRDX-1/TRX están elevados en pacientes con aterosclerosis carotídea 
y se correlacionan con el espesor carotídeo de la íntima-media en estos pacientes, igualmente 
correlacionan con los niveles de superóxido dependiente de la NADPH oxidasa en pacientes 
asintomáticos.  
Todos estos datos apoyan la utilidad potencial de las CSPs como posibles dianas diagnósticas 
y/o terapéuticas en enfermedades relacionadas con la inflamación y el estrés oxidativo, como la 
aterosclerosis.
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Summary 
Atherosclerosis can be defined as a chronic oxidative and inflammatory disease which 
originates from the subendothelial acummulation of modified LDLs. Cell stress proteins (CSPs) 
are a ubiquous group of proteins synthesized by cells as a defense mechanism against adverse 
conditions. Various studies have shown that CSPs are present in the atheroma plaque, and it was 
suggested that they can inhibit different processes involved in the origin and development of 
atherosclerosis, such as inflammation and oxidative stress.  In this thesis we studied the role of 
two groups of CSPs; Heat shock proteins (HSPs) and the Thioredoxin (TRX) family, in the 
modulation of these processes in atherosclerosis. The inhibition of one of these HSPs, such as 
HSP90, has pleiotropic effects and among them are; increase of HSP70 levels and modulation of 
numerous signaling pathways due to the degradation of HSP90 client proteins [e.g. Janus Kinase 
(JAK)/STAT or MAPK)]. One of the numerous HSP90 client proteins is the catalytic subunit of 
the NADPH oxidase, NOX1, which requires HSP90 to fulfil its normal function. Thus, we 
found that the use of HSP90 inhibitors in cells involved in atherosclerosis 
[monocytes/macrophages and Vascular smooth muscle cells (VSMCs)] modulate inflammatory 
and oxidative responses. Besides, we found analogous results using an in vivo model of 
atherosclerosis [Apolipoprotein E KO mice (ApoE-/-)], together with a decrease in total size 
lesion in the aortic root and a diminution in lipid content of the lesions. Another CSPs such as 
PRDX-1(Peroxiredoxin)/TRX are functionally related to NADPH oxidase. In studies with 
monocytes/macrophages we found that oxidative stress induce PRDX-1/TRX release, 
suggesting the potential involvement of NADPH oxidase dependent superoxide production and 
the increase of circulating PRDX-1/TRX levels in atherotrombosis. In addition, we show that 
circulating levels of PRDX-1/TRX are elevated in carotid atherosclerotic patients and correlate 
with the intima-media thickness and NADPH oxidase dependent superoxide production in 
asymptomatic subjects. 
On the whole, theses data support the potential use of these CSPs as therapeutic targets in 
inflammatory and oxidative related diseases, such as atherosclerosis. 
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17-AAG          
17-DMAG       
17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina
17-dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina 
AAA Aneurisma aórtico abdominal
Aha1 Activador-1 de la ATPasa de HSP90  
ApoE-/- Ratón Knock out para la Apolipoproteína E 
BAG-1 Antágeno asociado a BCL2
CCL Quimioquina ligando tipo C-C
CD36  Clúster de diferenciación 36
CCR Receptor de quimioquinas con motivo C-C
CHIP Proteína que interacciona con HSP70/HSC70 por el extremo C 
terminal 
CMLVs Células del músculo liso vascular
CSPs Proteínas de respuesta al estrés
DHE Dihidroetidio 
ROS Especies reactivas de oxígeno
GSH Glutation 
GPx Glutation peroxidasa
GR Glutation reductasa
GSSG Glutation oxidado
H2O2 Peróxido de hidrógeno
HO· Radical hidroxilo
HO-1 Hemo-oxigenasa-1
 26 
 
HOP Proteína organizadora de HSP70–HSP90
HSE Elemento de choque térmico
HSFs Factores de choque térmico
HSPs Proteínas de choque térmico
IKK Cinasa del inhibidor del factor nuclear kappa B alpha 
LDLox LDLs oxidadas
MCP-1 Proteína quimioatractante de monocitos-1 (también CCL-2) 
MMP Metaloproteinasa de matriz
MnSOD Superóxido dismutasa del manganeso
NF-κB Factor nuclear kappa B
NOXO1 Organizador 1 de NOX
O2- Anión superóxido
PBMCs Células mononucleares de sangre periférica
PMA Forbol 12-miristato 13-acetato
PN Red de proteostasis
PRDX Peroxirredoxina
RANTES Regulada bajo activación, secretada y expresada normalmente por 
células T (también CCL-5) 
Th1 Linfocito cooperador tipo 1
TRX Tiorredoxina 
TRXR Tiorredoxina reductasa
TXNIP Proteína que interacciona con TRX [(también proteína de unión a la 
TRX (TRXBP) o proteína-1 sobre-expresada con vitamina D3 
(VDUP-1)] 
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as enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo, tanto 
en los países occidentales como en los países en vías de desarrollo 135. De ellas, la 
aterosclerosis es la principal causa de esta morbimortalidad. 
 
1.1. ATEROSCLEROSIS 
La aterosclerosis es un proceso complejo que empieza a desarrollarse desde la juventud y 
progresa de manera asintomática hasta la edad adulta 248. Implica múltiples procesos incluyendo 
disfunción endotelial, estrés oxidativo, inflamación, proliferación vascular, neovascularización,  
apoptosis, degradación de la matriz extracelular y trombosis 72. Estudios recientes han resaltado la 
importancia de la inflamación y el estrés oxidativo en todos los estadíos de la aterosclerosis 6, 119, 
131, 207. 
La rotura de la placa y la oclusión del vaso son los dos procesos claves que dan lugar a 
eventos clínicos, como el infarto de miocardio o el ictus 4. El conocimiento de la fisiopatología de 
la aterosclerosis y las enfermedades vasculares relacionadas ha cambiado a lo largo de la última 
década, proporcionando nuevas perspectivas para las estrategias de prevención y terapia.  
1.1.1.  Estructura de la pared vascular 
La formación de la placa de ateroma en un proceso lento que puede iniciarse en edades 
tempranas y que afecta inicialmente a la capa más expuesta a la circulación, o íntima arterial, y 
secundariamente a la capa media. Las células que se encuentran en mayor medida en la lesión 
ateromatosa son: leucocitos (monocitos que pueden diferenciarse a macrófagos, neutrófilos y 
linfocitos T), células del músculo liso vascular (CMLVs), además de eritrocitos y plaquetas 231-233. 
Las arterias sanas están formadas por tres capas (Figura 1): 
- Capa íntima: Compuesta por una capa de células endoteliales que reviste la superficie interna del 
vaso y una membrana limitante elástica interna, que la separa de la media. El endotelio se apoya 
en la capa subendotelial, constituida por tejido conjuntivo que puede presentar CMLVs de 
manera dispersa. La membrana elástica es tubular y perforada, permitiendo la difusión de los 
metabolitos que nutren las células de la pared arterial. 
- Capa media: Formada principalmente por CMLVs dispuestas circularmente a las que se agregan 
cantidades variables de elastina, colágeno y proteoglicanos. Las CMLVs son células 
metabólicamente muy activas y responsables de la síntesis de la matriz extracelular. La media 
posee una lámina elástica externa que la separa de la capa adventicia. 
- Capa adventicia: Consta principalmente de fibras de colágeno y elastina. Esta capa continúa con el 
tejido conjuntivo y adiposo que envuelve los vasa vasorum, los cuales desempeñan una función 
principalmente estructural y nutritiva. 
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   Figura 1. Estructura de la pared vascular en un vaso sano (modificado de Drummond et al 49). 
 
1.1.2. Patogenia de la aterosclerosis 
En la aterosclerosis se pueden distinguir varias fases. En la fase temprana los niveles 
circulantes elevados de LDLs inducen su acumulación intimal y su extravasación a la pared 
vascular, donde se acumulan y son oxidadas (LDLox). Las LDLs, y en particular las LDLs 
modificadas, participan en todos los pasos de la aterogénesis, siendo la oxidación de las LDLs 
una de las modificaciones más relevantes en la aterosclerosis, de hecho la hipercolesterolemia es 
el mayor factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad ateromatosa. En humanos, 
mutaciones en el receptor de las LDLs (hipercolesterolemia familiar) conlleva un fuerte 
incremento en la concentración plasmática de LDLs, favoreciendo el desarrollo de la placa 
ateromatosa y complicaciones asociadas que pueden dar lugar a eventos cardiovasculares a partir 
de los 30 años (infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares, etc...). Estas LDLs oxidadas 
inducen la expresión de moléculas de adhesión y la secreción de factores quimiotácticos, 
incrementando la adhesión y migración de los leucocitos (monocitos, linfocitos y neutrófilos). 
Una vez dentro de la íntima, los monocitos se diferencian a macrófagos y junto con las CMLVs 
se van cargando de LDLs modificadas a través de los receptores basurero como el clúster de 
diferenciación 36 (CD36) 53, formándose las células espumosas e iniciando la activación de las 
CMLVs 194.  La acumulación neointimal de las células espumosas contribuye de manera 
fundamental al desarrollo e inestabilidad de la placa. La migración y el aumento en el número de 
células espumosas depende del receptor CD36 y está mediada por la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) fundamentalmente generadas por la actividad enzimática de la 
NADPH oxidasa 176 (Figura 2). La íntima representa un espacio muy limitado en las arterias sanas 
donde la acumulación de células fagocíticas, o células espumosas debido a su aspecto vacuolado, 
ha sido detectada en arterias fetales humanas, en particular en casos de hipercolesterolemia 
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materna 172. El aumento en el número de células espumosas da lugar a las estrías grasas. Por su 
parte, las CMLVs producen mediadores pro-inflamatorios como la proteína quimiotáctica de 
monocitos [MCP-1, (también quimioquina ligando-2 tipo C-C, CCL-2)] y la molécula inductora 
de adhesión celular-1 216. La evolución de las estrías grasas hacia el ateroma fibroso se promueve 
por la proliferación de CMLVs dentro de la íntima que forma la capa fibrosa rodeando las células 
espumosas y lípidos extracelulares acumulados (núcleo lipídico), caracterizado por un cambio en 
las CMLVs de un fenotipo contráctil a otro secretor. Las placas fibro-ateromatosas evolucionan 
hacia lesiones más complicadas y heterogéneas pero frecuentemente caracterizadas por la 
presencia de material esclerótico (calcificaciones) y la formación de un núcleo necrótico, lipídico y 
hemorrágico compuesto por debris celular, células sanguíneas e inflamatorias (leucocitos, 
plaquetas y eritrocitos). Conjuntamente, en ambientes inflamatorios y oxidativos la pérdida de 
CMLVs, posiblemente por apoptosis, junto con el aumento en la expresión de enzimas 
proteolíticas, conducen a la reducción del contenido de colágeno de la placa, favoreciendo su 
inestabilidad y rotura final 131, 143, 217. Los vasos normales se nutren a través de la difusión de 
oxígeno del lumen de los vasos o del vasa vasorum adventicial. Cuando la pared del vaso excede 
la distancia efectiva de difusión del oxígeno, los vasa vasorum proliferan en las capas internas de la 
pared del vaso, donde normalmente estaría ausente. Los macrófagos atraídos y cargados de LDLs 
son uno de los responsables de la producción de citoquinas que estimulan el crecimiento de 
neovasos 182. La neoangiogénesis y la hemorragia intra-placa dirigen a la lesión a todos los 
componentes sanguíneos, incluyendo eritrocitos, leucocitos, plaquetas y proteínas plasmáticas.  
La presencia de hemorragia dentro de la placa ha sido descrita como uno de los mayores 
determinantes de eventos clínicos en pacientes con enfermedad carotídea 76. La sangre de la placa 
refleja una hemorragia local y está asociada a un incremento en la formación de neovasos. La 
sangre provee a la placa de un ambiente prooxidativo, pro-inflamatorio y proteolítico que puede 
promover la vulnerabilidad de la capa fibrosa, induciendo la apoptosis de células vasculares, 
incluidas las CMLVs. La desestabilización, rotura y consiguiente formación de un trombo, es la 
base de las consecuencias clínicas más severas de la aterosclerosis (Figura 2). 
Diversos modelos experimentales se han utilizado ampliamente para profundizar en la 
patogenia del proceso aterosclerótico, entre ellos, los ratones deficientes o mutados en el receptor 
de las LDLs se usan de manera habitual como modelos de aterosclerosis, así como ratones 
deficientes para la apolipoproteína E (ApoE-/-) o conejos Watanabe con hiperlipidemia 
hereditaria. El ratón knock out para ApoE fue creado mediante inactivación genética dirigida 
dando lugar a un cepa que desarrolla de manera espontánea aterosclerosis 179. Alimentado con 
una dieta estándar los ApoE-/- muestran unos niveles de colesterol de 500 mg/dL, la mayor parte 
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como lipoproteínas de muy baja densidad y fracciones remanentes de quilomicrones. Con una 
dieta tipo “occidental” (rica en grasas) estos niveles se multiplican por 2-3 veces 180. El ratón 
ApoE-/- ha sido el modelo elegido en esta tesis ya que las lesiones que desarrolla contienen el 
espectro entero de lesiones observadas en aterogénesis 280, 180. De hecho, un análisis cronológico 
de los eventos secuenciales implicados en el desarrollo de la lesión muestra que son 
particularmente similares al desarrollo en humanos. Los sitios que con mayor predilección por la 
formación de placa son por este orden: el arco aórtico, el tronco braquiocefálico, la carótida 
izquierda y las arterias sub-clavia y coronaria 20, 88. El modelo de ApoE-/- es una herramienta útil 
para: (i) identificar susceptibilidades en aterosclerosis mediante la modificación genética, mediante 
los métodos del gen candidato y el mapeo genético, (ii) descifrar los mecanismos moleculares y 
los tipos celulares implicados en aterosclerosis, (iii) estudiar los efectos de fármacos en 
aterosclerosis, y (iv) el análisisis de nuevas terapias que prevengan la progresión de la lesión 277. 
                                                  
 
Figura 2. Vista macroscópica de una placa aterosclerótica con hemorragia interna (modificada de Michel et 
al  151) y esquema del desarrollo de la lesión aterosclerótica.  
Placa aterosclerótica 
Lumen 
Pared vascular 
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1.1.3. Balance redox en aterosclerosis 
La aterosclerosis es una enfermedad inmuno-inflamatoria crónica, originada por la 
acumulación subendotelial de LDLs, que pueden ser oxidadas por ROS. Pero el estrés oxidativo 
no sólo está envuelto en los estadíos iniciales (modificación de LDLs o NO), sino también en 
estadíos más avanzados, como por ejemplo en la estimulación de proteasas que contribuyen al 
debilitamiento de la capa fibrosa del ateroma 74, 138. Así, dos procesos fundamentales, como son la 
inflamación y el estrés oxidativo, mediados por ROS 6, 119 interactúan para promover y agravar el 
fenómeno aterosclerótico.  Por otro lado, las ROS tienen diferentes acciones en la vasculatura 
como la modulación de vías de señalización a través de cambios en la actividad de cinasas 
sensibles al estado redox (por ej. las MAPK), factores de transcripción [por ej. el factor nuclear 
kappa B (NF-κB)] u otras moléculas [por ej. Tiorredoxina (TRX)] 51. Hay diferentes tipos de ROS 
como el NO, anión superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo 
(HO·). El NO es normalmente producido por las sintasas del NO en el endotelio vascular 
mientras que el superóxido se genera mediante la reducción de un electrón de oxígeno a través de 
varias formas de oxidasas como la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la citocromo P450 
mono-oxigenasa mitocondrial, la hemo-oxigenasa y la lipo-oxigenasa. Por su parte, el 
peroxinitrito es rápidamente generado mediante la reacción de NO con superóxido 67. 
Los altos niveles de ROS pueden producir daños directos a las macromoléculas, como 
lípidos, ácidos nucleicos y proteínas 26. Debido a la presencia de estructuras bis-alílicas en los 
ácidos grasos poli-insaturados, los lípidos son una de las dianas más sensibles a la oxidación por 
ROS. Una vez que se inicia la peroxidación de lípidos, se da lugar una propagación de reacciones 
en cadena que sólo terminarán una vez se haya producido el producto final. De esta forma, 
productos finales de la peroxidación lipídica como la LDL modificada malondialdehído 81 se 
acumulan en la circulación. Las bases de DNA son, igualmente, muy susceptibles a la oxidación 
por ROS, y el producto predominante que permite detectar la oxidación de las bases de DNA in 
vivo es la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. La oxidación del DNA puede causar mutaciones y 
deleciones tanto en el DNA nuclear como en el mitocondrial. En concreto, el DNA mitocondrial 
es especialmente sensible al daño oxidativo debido tanto a su proximidad a un sitio primario de 
producción de ROS, como a su deficiente capacidad de reparación en comparación con el DNA 
nuclear. Casi todos los residuos de aminoácidos que forman parte de una proteína pueden ser 
oxidados por ROS. Algunas formas de aminoácidos oxidados muy estudiadas incluyen la 
formación de puentes disulfuro en los residuos de cisteína, derivados carbonilados o residuos de 
metionina-sulfóxido. Estas modificaciones oxidativas pueden llevar a cambios funcionales en 
numerosos tipos proteicos, lo que puede dar lugar a un impacto fisiológico considerable. Por 
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ejemplo, el daño oxidativo en las enzimas puede causar una modificación en su actividad, 
mientras que el daño en proteínas estructurales y chaperonas puede producir agregación proteica. 
Igualmente, la modulación redox de los factores de transcripción, puede producir cambios en su 
actividad de unión al DNA, lo que finalmente da lugar a cambios en la expresión génica que 
afectan a procesos asociados con la aterosclerosis 113. 
Diversos factores, como el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 59 o el TNF-α 57, 116, 
pueden regular la producción de ROS. El PMA activa la producción de ROS a través de la cinasa 
de la proteína C 59, un mecanismo común subyacente en procesos hemodinámicos 246 y humorales 
89. Además, el PMA estimula la diferenciación de monocito a macrófago, un proceso clave en el 
desarrollo de la lesión ateromatosa y que está íntimamente relacionado con el estrés oxidativo 235. 
Por su parte, el TNF-α no sólo es capaz de estimular la producción de ROS 129, sino de activar 
diversas MAPK implicadas en estrés oxidativo, como por ejemplo ERK1/2 82. ERK1/2 ha sido 
ampliamente descrito en aterosclerosis ya que es un mediador de la señalización por IFN-γ en 
macrófagos humanos en los que controla la activación de STAT1 y la incorporación de LDLs 
modificadas 128. Además modula la síntesis de la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9), una de 
las principales MMPs responsable de la degradación de proteínas de matriz extracelular 109. Por 
otro lado, ERK1/2 está implicado de manera clave en el estrés oxidativo presente en la lesión 
vascular regulando la producción de ROS dependiente de la NADPH oxidasa  156. Entre los 
sistemas productores de ROS, el sistema oxidasa de la  NADPH es uno de los principales dentro 
de la pared vascular, y está presente en células endoteliales, CMLVs, fibroblastos y 
monocitos/macrófagos 116. Numerosos estudios han demostrado el papel fundamental de las 
NADPH oxidasas vasculares y fagocíticas en el desarrollo de las enfermedades vasculares en 
humanos 116. De hecho, se ha demostrado recientemente que la actividad NADPH oxidasa 
correlaciona positivamente con el espesor carotídeo de la íntima-media en sujetos asintomáticos 
275. Además, una reducción de la actividad de NADPH mediante el uso de un inhibidor de la ruta 
de JAK/STAT está asociada con una disminución en el tamaño de la lesión aterosclerótica 57. 
Las NADPH oxidasas son multi-enzimas asociadas a la membrana celular cuya estructura 
clásica en fagocitos está compuesta por cinco subunidades: tres citosólicas (p67phox, p47phox y 
p40phox); y dos asociadas a membrana (gp91phox y p22phox) que forman parte del citocromo 
b588 14. Se han descrito numerosos homólogos del núcleo catalítico gp91phox (NOX2) en células 
no fagocíticas, incluidas las vasculares 3, 141, que constituyen la familia de las proteínas NOX 
formada por 7 miembros (NOX1-5 y DUOX1-2). En los grandes vasos, las NADPH oxidasas 
predominantes de las CMLVs son NOX1 117 y NOX4 52, 80 y ambas contribuyen a la producción 
de ROS. NOX4 es una enzima constitutiva con baja actividad catalítica que se relaciona con 
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procesos de señalización fisiológica. En cambio, NOX1 es inactiva en condiciones basales 63 y 
tiene bajos niveles de expresión, sin embargo muestra una alta actividad catalítica y un aumento 
en sus niveles bajo condiciones patológicas, estando asociada al daño cardiovascular 47, 48. En 
CMLVs, NOX1 forma un complejo con p47phox y su homólogo el organizador-1 de NOX 
(NOXO1). NOXO1 está constitutivamente activo porque carece de un factor inhibitorio, que sí 
posee p47phox 38, siendo NOXO1 necesaria para la producción de altos niveles de ROS a través 
de NOX1 240. Además, NOXO1 está unido a la membrana de células no estimuladas, 
colocalizando con NOX1 y manteniendo su actividad catalítica 38. Además, NOX1 como 
proteína cliente (aquella proteína que necesita de la interacción con una chaperona molecular, de 
forma transitoria, para conseguir su correcta conformación final) de la proteína de choque 
térmico (HSP)90, requiere también de su interacción para la estabilidad de la enzima y 
producción de ROS 36.  
Sin embargo, el balance redox es sólo posible gracias a la acción coordinada de los 
sistemas pro-oxidantes y de la maquinaria antioxidante celular, principalmente el sistema de la 
TRX (apartado 1.2.2.), el glutation (GSH) o la enzima superóxido dismutasa del manganeso 
(MnSOD). El GSH forma parte del principal sistema que se encarga del mantenimiento y 
regulación de estado tiol-redox celular 148. El estado redox de la pareja GSH reducido/GSH 
oxidado (GSSG) es un indicador clave del ambiente oxidativo 102, por lo que cambios en el ratio 
de esta pareja modulan numerosos procesos implicados en aterosclerosis 108. En su estado 
reducido, el GSH protege a las células frente al daño producido por el estrés oxidativo gracias a 
su capacidad de eliminar los peróxidos lipídicos 148. La síntesis de GSH se produce 
intracelularmente, desde donde se dirige a los diferentes compartimentos celulares, mientras que 
su degradación ocurre en el espacio extracelular, por lo que su transporte es clave para el proceso 
de reciclaje del GSH 17. Sin embargo, la vida media en el plasma sanguíneo es extremadamente 
corta, desde segundos a unos pocos minutos 148. Dada la importancia de los procesos regulados 
por los niveles de GSH, no es extraño que las alteraciones en sus niveles se hayan relacionado 
con numerosas enfermedades 60. Por otro lado, la MnSOD es una enzima mitocondrial que tiene 
un papel fundamental en la protección, frente al estrés oxidativo producido por los radicales 
superóxido, en la mayoría de células de mamíferos, incluidas las de origen cardiovascular 61. La 
MnSOD funciona como una defensa esencial antioxidante, mediante la protección de dianas 
críticas del superóxido 61, además de prevenir la formación de radicales libres más tóxicos. 
Así, debido a que el estrés oxidativo está envuelto en el origen y desarrollo de la lesión 
aterosclerótica, existe un interés creciente en el desarrollo de nuevas terapias que prevengan el 
aumento patológico de ROS en la pared vascular 127. 
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1.1.4. Respuesta inmuno-inflamatoria en aterosclerosis 
La inflamación tiene un papel clave en el desarrollo de la lesión aterosclerótica 72, 131. La 
respuesta inflamatoria altera el comportamiento fisiológico de las células de la pared vascular e 
induce el reclutamiento de nuevas células inflamatorias que favorecen la formación de la lesión y 
futuras complicaciones clínicas. Se ha descrito que las lesiones responsables de los eventos 
agudos no tienen que ser críticamente obstructivas 249. Hay dos causas principales que originan 
eventos clínicos: la erosión endotelial sin rotura del núcleo lipídico y la fractura de la placa en la 
zona fibrosa que rodea al material lipídico 56. Las placas que sufren erosión son ricas en CMLVs y 
proteoglicanos en la superficie luminal y suelen ser menos calcificadas que las que sufren rotura. 
La rotura de la placa es detectable en aproximadamente el 60-70 % de los casos 55, ya que expone 
al torrente sanguíneo el material protrombótico del núcleo de la placa formado por fosfolípidos, 
factores tisulares y/o plaquetarios. La rotura de la placa ocurre preferentemente en las zonas en 
las cuales la placa es delgada o está parcialmente destruida por lo que el grosor de la capa fibrosa 
es un determinante clave de la estabilidad de la placa 198. La capa fibrosa confiere resistencia a la 
rotura debido a su composición en colágeno y otras proteínas de la matriz extracelular  
sintetizadas por las células vasculares.  La zona proclive a la rotura se denomina “hombro” de la 
lesión y se define como la parte de la placa que se encuentra a ambos lados del core lipídico y la 
cápsula fibrosa y que está en el borde del ateroma. En la región de los hombros la infiltración de 
macrófagos es muy superior respecto a la de la cápsula mientras que el número de CMLVs 
muestra un patrón opuesto 98, 142. En las zonas de rotura se encuentran además células inmuno-
inflamatorias (macrófagos y linfocitos T) activadas que son capaces de liberar moléculas pro-
inflamatorias y diferentes proteasas (estas también son liberadas por las CMLVs activadas con 
fenotipo secretor), induciendo la activación de células que se encuentran en el core de la placa y la 
degradación de las proteínas de matriz extracelular, promoviendo de esta forma la inestabilidad y 
rotura de la placa 30. 
Factores de transcripción implicados en la respuesta inmuno-inflamatoria 
Las respuestas celulares están mediadas por proteínas cuya expresión génica se controla 
por diversos factores de transcripción. Un factor de transcripción es una proteína que se une a 
secuencias específicas de DNA controlando de esta forma el flujo de información genética desde 
el DNA al RNAm118. En general, los genes regulados por estos factores de transcripción 
permanecen en estado silente o tienen una mínima actividad, regulando así los procesos 
biológicos y fisiológicos. Sin embargo, en ciertas condiciones, la activación de estos genes se 
desencadena bruscamente o de forma crónica mediante un mecanismo controlado, al menos, en 
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parte por factores de transcripción. Dos factores implicados en la respuesta inmuno-inflamatoria 
en aterosclerosis como son JAK/STAT o NF-κB han sido estudiados en esta tesis. 
La vía de JAK/STAT es una importante ruta de señalización asociada a los receptores de 
diversas citoquinas pro-inflamatorias, además también puede ser activada por insulina o IgGs 1. 
La respuesta de las células a las citoquinas implica la unión del ligando a su receptor celular y su 
posterior oligomerización, produciendo los cambios conformacionales que inducen la activación 
de JAK asociada al receptor. JAK fosforila las tirosinas citoplasmáticas del receptor, creando 
sitios de reconocimiento SH2 (dominio de homología-2 Src) y este nuevo estado del receptor es 
reconocido por las proteínas STAT del citoplasma que son también fosforiladas por JAK. 
Entonces, las proteínas STAT activadas dimerizan y se translocan al núcleo donde activan la 
transcripción de distintos genes pro-inflamatorios 267. 
Por su parte, NF-κB ha sido descrito en diversos tipos celulares y puede ser activado por 
un gran número de estímulos fisiológicos y no fisiológicos como citoquinas, mitógenos, virus, 
estrés mecánico u oxidativo y agentes químicos 68. Las subunidades que constituyen NF-κB 
forman una familia de proteínas que comparten una región central muy conservada, el dominio 
de homología Rel 122, implicado en la unión al DNA, en la interacción con la subunidad 
inhibitoria IκB y en la dimerización. Este dominio contiene además la señal de localización 
nuclear que facilita la translocación al núcleo. Aunque se han detectado varias formas diméricas 
del NF-κB, la clásica es el heterodímero constituido por las subunidades p50 y p65, que contiene 
los dominios de transactivación necesarios para la inducción de la expresión de genes 15. La 
activación de NF-κB requiere la fosforilación de IκB por la cinasa del inhibidor del factor 
nuclear kappa b alpha (IKK) y la degradación de IκB por el proteosoma, quedando libre el 
dímero p50/p65 y permitiendo su translocación al núcleo. Al entrar al núcleo se unirá a 
secuencias específicas regulando la transcripción de genes clave en inflamación, proliferación o 
apoptosis 18. 
Citoquinas implicadas en la respuesta inmuno-inflamatoria 
Las citoquinas son moléculas de señalización secretadas de manera ubicua por las células. 
Funcionan como comunicadores intercelulares y se pueden clasificar de manera general en 
interleuquinas y quimioquinas. Las interleuquinas se denominaron así inicialmente debido a que 
su diana presumible eran los leucocitos, sin embargo en la actualidad incluyen un gran y diverso 
grupo de citoquinas. Por su parte las quimioquinas se llaman así por ser mediadores de la 
quimiotaxis celular. Tanto la vía de señalización JAK/STAT como NF-κB son activadas por 
citoquinas pro-aterogénicas y controlan la expresión de diferentes genes pro-inflamatorios, como 
IL-6, MCP-1, o la regulada bajo activación, secretada y expresada normalmente por células T 
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(RANTES, o también conocida como CCL-5). De hecho, las terapias experimentales que 
modulan la activación tanto de NF-κB como de STAT disminuyen los procesos inflamatorios en 
modelos de aterosclerosis 136, 170. IL-6 contribuye tanto al desarrollo de la placa como a la 
desestabilización a través de diferentes mecanismos. Estos incluyen la liberación de otras 
citoquinas pro-inflamatorias, la oxidación de LDLs mediante fosfolipasas, la secreción de 
proteínas de fase aguda, la liberación de mediadores protrombóticos o la activación MMPs. 
Además, la formación de ROS por los sistemas enzimáticos vasculares puede jugar un papel clave 
en la regulación de IL-6, indicando una retroalimentación entre la oxidación y la respuesta 
inflamatoria 214. Por su parte, tanto MCP-1 como su receptor,  el receptor 2 de quimioquinas con 
motivo C-C (CCR-2), son muy importantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y son 
cruciales en el reclutamiento de células inmunes, como los monocitos, hacia el interior de la 
lesión aterosclerótica 126, 274. Por otro lado, MCP-1 juega un papel principal en el desarrollo de la 
aterosclerosis ya que el bloqueo de la vía MCP-1/CCR-2 resulta en la disminución del tamaño de 
la placa mediante la inhibición de la adhesión de monocitos a la pared vascular y la reducción del 
contenido en macrófagos en la lesión 94, 165. Finalmente, el papel tanto de RANTES como de sus 
receptores CCR-1 y CCR-5 han sido profundamente estudiados en aterosclerosis, describiéndose 
por ejemplo, que RANTES puede ser transportada por plaquetas activadas dando lugar al 
reclutamiento de monocitos a la lesión aterosclerótica 91, 250. 
La existencia de un componente inflamatorio en el desarrollo de la lesión vascular ofrece 
nuevas oportunidades para la prevención y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. A 
este respecto, se ha demostrado que terapias tanto clínicas como experimentales que disminuyan 
la inflamación en aterosclerosis pueden tener efectos beneficiosos mediante la prevención de la 
progresión de la enfermedad 24, 136, 170. 
 
1.2. PROTEÍNAS DE RESPUESTA AL ESTRÉS 
Las proteínas de respuesta al estrés (CSPs) han sido generalmente conocidas como HSPs, 
debido al descubrimiento de las HSPs en las glándulas salivares de Drosophila melanogaster  como 
respuesta a un choque térmico 205, 242. Sin embargo, existe un enorme rango de diferentes tipos de 
estrés que inducen la expresión de estas proteínas, tales como infección vírica, aumento de 
citoquinas, estrés oxidativo, ausencia de glucosa, o exposición a toxinas y ciertos metales pesados 
11. Por lo que el término de CSPs sería más ajustado en la actualidad. La relación entre la 
inducción en la transcripción de genes de HSPs, el papel en el ensamblaje de proteínas en 
respuesta al estrés y su papel como chaperonas fue descrito en profundidad hace varias décadas 8, 
77, 243. Así, al final de la década de los 80, se describieron numerosas proteínas celulares requieren 
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ayuda para su ensamblaje y que es facilitada por la acción de la familia de proteínas denominada 
“chaperonas moleculares” 77. La definición más aceptada del término chaperona molecular es que 
son un gran grupo, y diverso, de proteínas que comparten la propiedad de asistir las 
uniones/desuniones no covalentes de otras estructuras macromoleculares, pero que no son 
componentes permanentes de estas estructuras cuando estas están cumpliendo sus funciones 
biológicas normales. Dentro de este heterogéneo y amplio grupo de chaperonas moleculares se 
encuentran entre otras, dos familias de proteínas implicadas en los procesos ateroscleróticos 
como son las HSPs y las proteínas de la familia de la TRX.  
1.2.1. Proteínas de choque térmico 
 Las HSPs se clasifican de acuerdo a su peso molecular, variando desde 10 a 110 kDa 107.  
Pertenecen a una familia de proteínas altamente conservada que expresan todas las células y 
organismos, desde las bacterias a los humanos, en respuesta al estrés, incluyendo como tal la 
exposición a metales pesados, citoquinas pro-inflamatorias, análogos de aminoácidos, estrés 
oxidativo o isquemia 37. La expresión de las HSPs puede ser constitutiva o inducible. Se las 
considera generalmente como moléculas protectoras frente a diferentes tipos de estrés y tienen 
numerosas funciones dentro de la célula como chaperonas, asegurando el correcto ensamblaje de 
las proteínas recién sintetizadas o desnaturalizadas 196, inhibiendo la apoptosis 175 o manteniendo 
la integridad celular mediante la estabilización del citoesqueleto 158. Las HSPs tienen diversas 
funciones extracelulares y los mecanismos a través de los cuales estas HSPs salen de las células 
están empezando a ser descritos. Algunas HSPs como la HSP90 muestran altos niveles incluso en 
células no estresadas, mientras que otras como HSP70 poseen una forma constitutiva y otra 
inducible que se activa por estrés 157, 101. Así el papel de las HSPs, tanto en células normales como 
en aquellas sometidas a estrés, requiere la existencia de un proceso regulador complejo que 
asegure el correcto patrón de expresión de estas proteínas. De hecho, estos procesos deben estar 
operativos desde las etapas más tempranas del desarrollo embrionario, ya que los genes que 
codifican para HSP70 y HSP90 están entre los primeros genes embrionarios en ser expresados 163, 
251.  La inducción de HSPs en respuesta a diferentes tipos de estrés depende de la activación de 
unos miembros específicos de una familia de factores de transcripción, los factores de choque 
térmico (HSFs), los cuales se unen a la secuencia consenso del elemento de choque térmico 
(HSE) en los promotores que codifican para genes de HSPs 5 (Figura 3). Se han clonado y 
caracterizado funcionalmente cuatro HSFs (1-4) en diferentes organismos. Sólo HSF1 y 3 están 
implicados en la regulación de HSPs en respuesta al estrés térmico, mientras que HSF2 y 4 
participan en la regulación de HSPs en células no estresadas, siendo sus niveles  regulados en 
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respuesta a un amplio rango de procesos biológicos, como la activación inmune y la 
diferenciación celular 5. 
La respuesta al choque térmico se dispara por una gran variedad de tipos de estrés que 
interfieren con el correcto ensamblaje de las proteínas, dando lugar a la acumulación de proteínas 
mal ensambladas o agregadas. La respuesta al choque térmico es mediada por el HSF1 al unirse al 
HSE, presente en la región del promotor de un gran número de genes diana, incluidas las HSPs 9 
(Figura 3). Bajo condiciones basales,  HSP70 221 y HSP90 7 se mantienen unidas al HSF1 
monomérico y a otras chaperonas en el compartimento citoplasmático [por ej. la proteína 
organizadora de HSP70–HSP90 (HOP) 226, o la proteína que interacciona con HSP70/HSC70 
por el extremo C-terminal (CHIP) 83, miembros de la familia de la HSP40/DnaJ 152 o p23 92]. Bajo 
condiciones de estrés, HSF1 es liberado, se transloca al núcleo, trimeriza y activa la síntesis de 
HSPs 16, 211, 257 (Figura 3). De hecho, un mecanismo de retroalimentación negativo regula la 
respuesta al estrés, ya que los altos niveles de HSPs secuestran el HSF1 citosólico e impiden, por 
lo tanto, su translocación al núcleo y la consiguiente síntesis de HSPs (Figura 3). Las complejas 
interacciones entre chaperonas, cochaperonas y sus proteínas cliente deciden el destino de las 
proteínas desensambladas: bien un nuevo intento de ensamblaje o bien la ubiquitinación y 
posterior degradación mediante la vía del proteosoma. Sin embargo, en condiciones de estrés 
oxidativo extremo, la ubiquitinación puede ser sorteada y la degradación proteica se realiza de 
manera más directa, pero menos controlada, para evitar la acumulación excesiva de proteínas 
dañadas 223. 
La demostración de que las HSPs juegan un papel muy importante en procesos 
relacionados con la evolución de la aterosclerosis está siendo cada vez más notoria, por lo que su 
estudio individualizado es fundamental para entender su papel fisiopatológico. 
 
Figura 3. Esquema de la respuesta al 
choque térmico (modificado de Powers et 
al 186). (a) Bajo condiciones normales HSF1 se 
encuentra como monómero en estado reprimido por 
interacción con HSP90 y HSP70. (b) El estrés celular 
causa un incremento en proteínas desnaturalizadas (c) 
lo que lleva a la disociación de HSP90 y HSP70 de 
HSF1. (d) HSF1 monomérico se encuentra libre para 
trimerizar, translocar al núcleo y (e) sufrir una serie de 
fosforilaciones post-transcripcionales. (f) HSF1 activa 
la transcripción de numerosos genes de HSPs,incluyendo 
 HSP90 y HSP70. (g) El incremento en la concentración celular de estas chaperonas lleva a la inactivación de HSF1 por la unión a la  
forma monomérica o trimérica de HSF1 186. 
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1.2.1.1. HSP90 
HSP90 es una chaperona molecular ubicua y muy abundante, ya que sus niveles oscilan 
entre el 1 y el 2% del total de la proteína de la célula bajo condiciones normales.  Está implicada 
en el ensamblaje, maduración y activación de numerosas proteínas, incluyendo algunos 
mediadores clave de la transducción de señales y la regulación transcripcional 191. Funciona como 
parte de un complejo multi-chaperona a través de la asociación con cochaperonas (por ej. 
HSP70) y numerosas proteínas clientes (IKK, STAT, MEK o NOX1). La base molecular de la 
especificidad de las proteínas cliente por HSP90 se desconoce por el momento, ya que proteínas 
muy similares muestran diferente dependencia de HSP90 para su correcta funcionalidad. Cuando 
una proteína está excesivamente dañada o debido al uso de inhibidores de HSP90 (Figura 4), la 
proteína cliente es liberada y ubiquitinada por una ligasa E3 y degradada por el proteosoma 46. La 
principal cochaperona de HSP90 es HSP70 111, 269, aunque también se ha descrito un mecanismo 
de ubiquitinación dependiente de CHIP. Sin embargo el mecanismo de ubiquitinación 
dependiente de CHIP todavía no está claro. En ambos casos, HSP90 ayudado por HSP70 o por 
CHIP media en el proceso de “control de calidad” de las proteínas, mediante la monitorización 
de posibles objetivos para la degradación. 
Debido a su papel como chaperona estabilizadora de muchas proteínas oncogénicas, se 
han llevado a cabo considerables esfuerzos para el desarrollo de compuestos terapéuticos que 
inhiban HSP90. Dentro del enorme grupo de compuestos que inhiben la actividad de HSP90, se 
encuentran un grupo de productos naturales como son las benzoquinonas ansamicinas. Uno de 
los primeros derivados de las ansamicinas estudiados fue la geldanamicina (Figura 4).  
 
 
 
Figura 4. Estructura química de la 
geldanamicina y derivados (tomado de Powers et 
al  186). 
La geldanamicina y sus derivados compiten con el ATP por el sitio de unión a éste en 
HSP90. El ATP es necesario para la función chaperona de HSP90 258. A pesar de unos 
prometedores resultados en la actividad antitumoral tanto in vitro como in vivo, la geldanamicina 
resultó tener demasiados efectos secundarios adversos para su uso clínico 237. Nuevos análogos de 
la geldanamicina se han ido desarrollando, como el 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-
AAG) (Figura 4), demostrando menos toxicidad y una notable actividad antitumoral. Sin 
embargo, su escasa solubilidad en agua provocó el desarrollo de nuevos análogos como el 17-
dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-DMAG) (Figura 4). Además de ser más 
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soluble en agua, muestra una actividad antitumoral mucho más potente 241, 186. Numerosos 
inhibidores de HSP90 estimulan la activación de HSF1, induciendo por lo tanto una respuesta al 
choque térmico (Figura 3) 186. El efecto pleiotrópico del bloqueo del sitio de unión al ATP de 
HSP90 por inhibidores como las ansamicinas es dual. Por un lado se consigue la inducción de la 
síntesis de HSPs (especialmente HSP70), mediante la competición por la unión con HSP90, lo 
cual induce la disociación de HSF1 del complejo con HSP90 y otras cochaperonas, que le 
mantienen en el citosol de manera inactiva. Por otro lado, se consigue  la degradación de 
numerosas proteínas cliente de HSP90 a través de una vía dependiente de ubiquitín-proteosoma 
278. Dentro de las diferentes proteínas clientes modificadas por los inhibidores de HSP90, están 
STAT e IKK, así como MEK o diferentes subunidades de la NADPH oxidasa (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Diferentes rutas 
de señalización moduladas 
por los inhibidores de la 
HSP90 (modificado de 
Zhang et al 278). Las 
proteínas cliente de HSP90 
están marcadas en naranja. 
 
 
 
 
 
1.2.1.2. HSP70 
Las proteínas más estudiadas dentro de la familia de las HSPs citoplasmáticas de 70 kDa 
son HSC70, expresada de manera constitutiva, y HSP70, de forma inducible. Sus funciones 
chaperonas principales son; la ayuda en el ensamblaje de proteínas nativas y el re-ensamblaje de 
proteínas desnaturalizadas. Es interesante resaltar que en los casos en los que estas proteínas no 
pueden ser eficientemente re-ensambladas, HSP70 favorece su degradación. Un proceso clave 
responsable de la generación y el mantenimiento del correcto ensamblaje proteico es la red de 
proteostasis (PN) (Figura 6). La PN posee dos vías fundamentales que conducen al ensamblaje o 
la degradación mediada por ubiquitina, dando lugar al Yin y al Yang de la proteostasis (Figura 6). 
Aunque, la comprensión actual de este proceso es limitada 27, varios estudios sugieren un papel 
clave tanto de HSP70 como HSP90 en el mantenimiento de este equilibrio en escenarios 
patológicos, en los cuales los niveles de proteínas desensambladas aumentan considerablemente. 
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El equilibrio entre el ensamblaje (Yang) y la vía degradativa (Yin) está íntimamente ligado a los 
ciclos ATPasa de HSP70/HSP90, los cuales son regulados a través de la unión del ATP y las 
cochaperonas activadoras de la ATPasa (ATP a ADP). El principio operativo de la PN 185 sugiere 
que aunque determinadas aproximaciones pueden resolver los defectos en ensamblaje y tráfico en 
un compartimento celular, es necesario solventar estos problemas de manera general a través de 
la modulación del PN. El papel de HSP70 en la degradación proteica parece estar ligado a sus 
cochaperonas, como la proteína que interacciona con el extremo C-terminal de CHIP y la 
proteína atanógena asociada a BCL-2 (BAG-1). Así BAG-1 y CHIP, junto con HSP70, pueden 
cooperar para cambiar la actividad del sistema de la chaperona de degradación hacia el 
ensamblaje. 
 
Figura 6. El Yin y el Yang de la  proteostasis (modificado de 
Hutt et al 93). Representación esquemática  del equilibrio entre las dos ramas 
de la red de la PN, el ensamblaje (Yang) y degradación (Yin), que manejan 
globalmente el ensamblaje proteico celular en condiciones fisio y patológicas. 
HSP70 y HSP90, componentes fundamentales de la PN, se encuentran como 
forma activa e inactiva en función de sus cochaperonas regulatorias. Forma 
competente HSP90 (HSP90A, unida a ATP), inactivación de HSP90 
(HSP90I), forma activa de HSP70 (HSP70A, unida al ADP). 
 
 
 
1.2.1.3. HSP27 
HSP27 es una proteína ubicua cuya expresión es inducida por diversos tipos de estrés, 
tanto fisiológicos como ambientales. Se le considera una potente chaperona cuya función 
principal es la prevención de la acumulación de agregados proteicos. La organización de HSP27 
parece ser crucial para el control de su actividad, pudiendo formar grandes oligómeros de hasta 
800 kDa. El dímero parece ser la unidad básica de estos multi-complejos.  La oligomerización es 
un proceso altamente dinámico que depende del estado de fosforilación de la proteína, 
induciendo modificaciones tanto en el tamaño del oligómero como en la actividad chaperona 174. 
Además, HSP27 estimula la actividad catalítica de la maquinaria del proteosoma del 26S e induce 
la degradación de las proteínas ubiquitinadas en respuesta a estrés. A diferencia de HSP70, 
HSP27 interacciona directamente con la subunidad del proteosoma del 19S y se asocia a la 
ubiquitina, participando en la limpieza de proteínas que necesitan ser degradadas, contribuyendo 
de esta forma a su papel citoprotector 62. 
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1.2.2. El sistema de la Tiorredoxina 
Los miembros de la familia de la TRX además de estar implicados en el ensamblaje 
proteico, tienen un papel fundamental en el mantenimiento del estado redox celular. El sistema 
de la TRX está basado en la reducción de grupos tiol y está compuesto fundamentalmente por la 
TRX, la reductasa de TRX, la proteína que interacciona con TRX [(también conocida como 
proteína de unión a la TRX (TRXBP) o proteína-1 sobre-expresada con vitamina D3 (VDUP-1)] 
y la Peroxiredoxina de la TRX (PRDX) 187 (Figura 7). El sistema de la TRX funciona activamente 
en la vasculatura y está presente en monocitos/macrófagos 209, 79, CMLVs 193, 183 , células 
endoteliales 265, 100, neutrófilos 145, 146 y eritrocitos 31, 146. La homeostasis redox celular está regulada 
por la acción coordinada de numerosos mecanismos incluyendo el GSH, la familia de la TRX y la 
NADPH 266 (Figura 7). Los dos primeros son sistemas reductores de grupos tiol que tienen un 
papel clave en la defensa frente a la excesiva generación de ROS, así como en la regulación de la 
señalización de procesos tales como la inflamación, la proliferación celular y la apoptosis 85, 188, 263. 
Estas moléculas mantienen el medio intracelular en un estado reducido. El GSH es usado por la 
GSH peroxidasa para reducir peróxidos, produciendo GSH disulfito o GSSG. La GSH reductasa 
reduce el GSSG a GSH reducido. Las propiedades antioxidantes de TRX tienen lugar mediante la 
acción de la PRDX. Esta puede interaccionar y modular la actividad de la NADPH oxidasa 
mediante la inactivación del H2O2 y su vía de señalización 120 (Figura 7). Bajo diversas condiciones 
de estrés, TRX y PRDX podrían ser liberados al medio extracelular 200, 208.  
Debido a que la generación de ROS juega un papel clave en el desarrollo de la lesión 
aterosclerótica, antioxidantes como la TRX o la PRDX podrían actuar como agentes protectores 
en la respuesta frente al estrés oxidativo en la aterosclerosis.  
 
Figura 7. Mecanismo de acción de la 
familia de la TRX. Efectos antioxidantes 
de la TRX dependientes de la PRDX en 
condiciones oxidativas. La TRX reducida 
recicla el H2O2  a través de PRDX. La TRX 
oxidada es entonces reducida por la TRX 
reductasa en presencia de NADPH. PRXred 
(PRDX reducida), PRDXox (PRDX 
oxidada), TRX-SH2 (TRX reducida), 
TRX-S2 (TRX oxidada), TRXR (TRX 
reductasa), GR (glutation reductasa), GPx 
(glutation peroxidasa). 
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1.2.2.1. Funciones de la Tiorredoxina intracelular 
Las TRXs son proteínas redox de pequeño peso molecular (aprox. 12 kDa) presentes en 
todo  tipo de células procarióticas y eucarióticas siendo esenciales para la viabilidad celular. El 
ratón que carece de TRX es letal, lo cual indica la importancia funcional de TRX 225. Hasta el 
momento, 3 variantes de la TRX humana han sido caracterizadas, codificados por genes 
diferentes. TRX1 es la más estudiada, se localiza en el citosol aunque puede translocar bajo 
condiciones de estrés a otros compartimentos celulares como el núcleo 265 o a la membrana 265; 
TRX2 es la forma mitocondrial; y la SpTRX se expresa abundantemente en espermatozoides.  
La TRX es una molécula antioxidante con propiedades únicas, ya que interacciona 
directamente con varias moléculas de señalización y factores de transcripción, modulando de esta 
forma diversos procesos tales como la proliferación o la apoptosis. Las proteínas que 
interaccionan con TRX incluyen a la señal de apoptosis regulada por la cinasa 1, TXNIP o 
factores de transcripción como NF-κB y la proteína activadora-1. TRX se expresa 
abundantemente en células endoteliales y aumenta sus niveles en situaciones de estrés oxidativo, 
posiblemente como respuesta al incremento en los niveles de ROS. TRX protege a las células de 
la vasculatura frente al H2O2 161, regula la expresión de la hemo-oxigenasa-1 (HO-1, también 
conocida como HSP32) 244 e induce la MnSOD en la mitocondria 43. Además desempeña un 
papel protector frente al estrés producido por NO en células endoteliales, pudiendo regular la 
actividad de NOS 279 y participar en la regulación del NO a través de múltiples mecanismos 220. El 
estado redox celular puede influenciar la localización subcelular de TRX, ya que TRX puede 
encontrarse en forma oxidada en el núcleo de células en crecimiento exponencial, mientras que 
en las quiescentes se encuentran en el citoplasma 230. Se ha descrito recientemente que la 
sobreexpresión de TRX en ratón protege a la placenta frente al estrés oxidativo y el crecimiento 
fetal mediante el aumento de la disponibilidad de glucosa 245. Además, la administración de TRX 
es beneficiosa en la reducción del daño cerebral por isquemia/reperfusión al disminuir el área 
infartada a través de las propiedades redox de TRX 75. 
1.2.2.2. Funciones de la Peroxirredoxina intracelular 
Dentro de la superfamilia de TRX, las PRDXs son muy abundantes (entorno al 0,1-1 % 
del total de proteína soluble en células de mamíferos)  y  se encuentran de manera ubicua en 
todos los organismos 200, 264. Las PRDXs son enzimas específicas de grupos tiol que no contienen 
selenio y que usan sus sitos activos redox de cisteínas para reducir los peróxidos y eliminar las 
ROS, reciclando el H2O2 mediante la reducción de varios hidroperóxidos en su correspondiente 
agua y alcohol. Las células de mamíferos expresan seis isoformas de PRDX (PRDX 1-6), que 
pueden estar localizados en el citosol (1, 2, y 6), la mitocondria (3 y 5), y en el retículo 
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endoplasmático (4) 32, 203. Todas las isoformas contienen un residuo cisteína conservado que es el 
sitio primario de oxidación por H2O2. Dos mecanismos pueden ser responsables de la 
inactivación temporal de PRDX; su fosforilación por la cinasa dependiente de ciclina B/AKT y la 
hiperoxidación de su sitio activo 270. El estado redox de la PRDX puede modificar asimismo su 
función ya que la hiperoxidación estimula su actividad chaperona 19.  Por ejemplo, frente a bajas 
concentraciones de H2O2, que se producen en condiciones de homeostasis celular, la PRDX 
tiende a formar oligómeros de bajo peso molecular, que además de presentar actividad peroxidasa 
protege a las proteínas de la degradación. Sin embargo, ante cambios notables en la concentración 
de H2O2 la PRDX experimenta cambios estructurales y tiende a formar oligómeros de alto peso 
molecular y adquiere la actividad chaperona 132, 201. Su expresión puede verse modificada por 
estímulos prooxidativos como el LPS o ésteres de forbol 79, 261. 
PRDX es un regulador importante de la homeostasis celular frente al H2O2 32. En células 
estimuladas con el factor de crecimiento derivado de plaquetas o con TNF-α, la sobreexpresión o 
el silenciamiento de PRDX, provoca respectivamente la reducción o el incremento de los niveles 
de H2O2 40. PRDX elimina el H2O2 de una manera mucho más eficiente que otros sistemas, como 
por ejemplo la catalasa, debido a que posee mucha mayor afinidad por el H2O2 que esta. Además 
de reducir H2O2, PRDX reduce los niveles de peroxinitritos a través de las reductasas de 
peroxinitritos 247. 
1.2.2.3. Funciones de la TRX/PRDX extracelular 
Además de su papel como chaperonas y como moléculas antioxidantes, TRX/PRDX 
pueden tener diferentes funciones dependiendo de su localización celular, lo que se ha 
denominado como la teoría de las “Moonlighting proteins” 97. Esta teoría sustenta la idea de un 
gen=una proteína=una función se ha quedado muy simple teniendo en cuenta el gran número de 
proteínas que poseen dos o más funciones y todo ello dependiendo de su localización celular. 
Esta hipótesis no tiene por qué cubrir a todas las proteínas pero parece ser adecuada en el caso de 
TRX/PRDX. Sin embargo sus mecanismos de transporte no han sido completamente 
elucidados. 
La TRX extracelular está presente en la circulación y sus niveles se incrementan debido 
al estrés oxidativo o a la inflamación 112. La expresión de TRX se incrementa rápidamente y se 
secreta por células normales y tumorales aunque en este caso su secreción no parece seguir la 
clásica ruta del aparato de Golgi 208. La función de TRX se regula mediante la unión de TXNIP 
104. El sitio redox activo de TRX media esta interacción, lo que lleva a la reducción en la actividad 
de TRX, sugiriendo que la asociación entre TRX-TXNIP puede ser un mecanismo importante en 
la regulación de estado redox celular, ya que además TXNIP sirve como transportador de TRX 
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del citoplasma hacia la membrana bajo condiciones de estrés oxidativo 265. Por ejemplo, la hiper-
glicemia en CMLVs estimula la síntesis de TXNIP dando lugar a la inhibición de la actividad de 
TRX. Además, los animales diabéticos poseen mayor expresión vascular de TXNIP 215. Por otro 
lado, bajo condiciones de estrés biomecánico en células cardiacas la expresión de TXNIP se ve 
reducida, aumentando la actividad de TRX 252. Estos datos sugieren que TXNIP puede jugar un 
papel clave en las enfermedades cardiovasculares, funcionando como un sensor para el estrés 
biomecánico y oxidativo. Existe además una forma truncada de TRX que comprende los  80  u 
84 aminoácidos del extremo N-terminal (TRX80) y es secretada, estando presente en el plasma 
donde fue originalmente purificada e identificada como factor estimulante de la citotoxicidad de 
eosinófilos 45. La TRX80 recombinante se ha descrito como una citoquina mitogénica muy 
potente en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) un efecto que no posee TRX 178. 
TRX80 difiere enormemente de TRX ya que forma un dímero que no posee actividad reductasa. 
La principal diana de TRX80 son los PBMCs a los cuales los dirige hacia una respuesta tipo 
linfocito cooperador-1 (Th1) vía la producción de IL-12 177.  
Existen menos datos disponibles sobre los niveles extracelulares de PRDX. PRDX-1 se 
encuentra en células endoteliales (ECs) dentro del aparato de Golgi 159, y la estimulación con 
PMA induce su translocación a la membrana plasmática 125. La PRDX podría ser secretada por 
células de cáncer no microcítico de pulmón, posiblemente a través de una vía no clásica 33, 34.  Sin 
embargo, la función extracelular de PRDX-1 es desconocida. Muchas proteínas relacionadas con 
estrés oxidativo, incluyendo TRX/PRDX y HSPs, son liberadas al medio extracelular por células 
estresadas, transformadas y muertas, actuando como un sistema endógeno de alerta mediante la 
unión de estas señales a determinados receptores/sensores 10, 90, 137, 272. Muchas de estas señales 
endógenas son reconocidas por el receptor TLR4 10, 137. Igualmente, PRDX-1 extracelular se una a 
TLR-4 y estimula la liberación de citoquinas pro-inflamatorias en macrófagos y células 
dendríticas, lo que sugiere que podría actuar como una molécula asociada a patrones de 
reconocimiento de daño. Su transporte podría depender de la unión a PKC mediante 
microvesículas 256. 
Otro mecanismo que puede estar envuelto en la secreción activa de TRX y PRDX son los 
exosomas, ya que estudios proteómicos han descrito la presencia de TRX y PRDX en exosomas 
derivados de células B 28, células cancerosas de vejiga 255, células de cáncer colorrectal 39, de TRX 
además en orina 65 y de PRDX-1 en células de cáncer de pecho 234, leche materna humana 2 y 
saliva 66. Las micropartículas son una población heterogénea de pequeñas vesículas cubiertas de 
membrana liberadas por numerosos tipos celulares bajo activación o apoptosis. La generación de 
micropartículas parece ser un proceso bien regulado, aunque estas vesículas difieren bastante en 
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tamaño, función y composición. A pesar de haber sido consideradas inicialmente como debris 
celular sin función celular específica, datos recientes demuestran un importante papel 
patofisiológico de los mecanismos orquestados en enfermedades vasculares. Dentro de las 
micropartículas, se encuentran unas vesículas más pequeñas denominadas exosomas que pueden 
participar también en el desarrollo de las enfermedades vasculares. El papel mecanístico de los 
exosomas en la mediación de enfermedades vasculares indica que pueden representar nuevas 
rutas en la señalización celular paracrina de la vasculatura.  
Actualmente, la investigación del papel de las CSPs en aterosclerosis en un tema muy 
importante, aunque los mecanismos moleculares que subyacen en la función de las CSPs en la 
formación y/o rotura de la placa de ateroma deben ser dilucidados todavía.  
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l objetivo general de esta tesis fue el estudio de la implicación de las CSPs en la              
aterosclerosis, ya que se ha observado que estas están presentes en la lesión 
aterosclerótica y pueden modular diversos procesos implicados en la misma. Además, 
se ha descrito que las CSPs pueden ser secretadas al medio extracelular en enfermedades de tipo 
inflamatorio-oxidativo como la aterotrombosis. El conocimiento de las funciones que estas CSPs 
tienen en el origen y desarrollo de la aterosclerosis pueden aportar importante información para 
el impulso de nuevas terapias.   
Los objetivos específicos planteados fueron los siguientes: 
 
1. Examinar la expresión de HSP90 y HSP70 en la placa humana de aterosclerosis 
avanzada. 
 
2. Estudiar los efectos de la inhibición de HSP90, mediante dos inhibidores específicos 
de HSP90 (17-AAG, 17-DMAG), en la respuesta inflamatoria de la aterosclerosis 
experimental. 
 
3. Analizar los efectos de la inhibición de HSP90 mediante el 17-DMAG en el estrés 
oxidativo y en la diferenciación de monocito-macrófago en aterosclerosis 
experimental. 
 
4. Determinar los niveles plasmáticos de PRDX-1/TRX en pacientes con estenosis 
carotídea y en sujetos asintomáticos con un grosor de la íntima-media conocido. 
 
5. Estudiar los mecanismos de tráfico intracelular de PRDX-1/TRX y la potencial 
asociación de este transporte con el incremento en la actividad NADPH oxidasa.
E
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3.1. Los inhibidores de HSP90 atenúan la respuesta inflamatoria en 
aterosclerosis. 
	
En el presente trabajo se han desarrollado los objetivos 1 y 2 de la tesis para lo cual 
estudiamos en primer lugar la expresión y distribución de HSP90 y HSP70 en 60 placas humanas 
de aterosclerosis avanzadas. La atenuación de la capa fibrosa en un determinante clave para la 
estabilidad de la placa aterosclerótica 198, ya que confiere resistencia a la rotura debido a su 
composición en colágeno y otras proteínas de la matriz extracelular sintetizadas por CMLVs. Las 
células inmuno-inflamatorias son capaces de liberar proteasas que degradan la matriz extracelular 
y promueven la inestabilidad y la rotura de la placa. Además, el número de células infiltrantes y la 
expresión de mediadores inflamatorios están incrementados en las zonas proclives a la rotura en 
las placas humanas de aterosclerosis avanzada 142. Durante el proceso de elaboración de este 
trabajo otros autores publicaron un artículo en el que describían la sobreexpresión de HSP90 en 
las placas y suero de pacientes con aterosclerosis en comparación con sujetos control, lo que 
podría contribuir potencialmente a la inestabilidad de la placa mediante la inducción de la 
respuesta inmune 29. Nosotros ampliamos estos datos y describimos un aumento de la expresión 
de HSP90 en la zona inflamatoria de la placa, caracterizada por una delgada capa fibrosa. Estas 
placas son las que tienen mayor tendencia a la rotura y, por tanto, a provocar eventos clínicos. 
Por el contrario, la tinción para HSP70 se asoció en mayor medida a la zona fibrosa de las placas 
con una capa fibrosa gruesa. Para continuar el desarrollo del segundo objetivo, una vez 
comprobada la presencia diferencial de HSP90 y HSP70 en la placa aterosclerótica, procedimos a 
analizar el uso de inhibidores de HSP90 en aterosclerosis experimental y su efecto modulador en 
la respuesta inflamatoria en aterosclerosis. HSP90 es una chaperona ubicua implicada en el 
ensamblaje, activación y maduración de numerosas proteínas, denominadas proteínas cliente. El 
uso de estos inhibidores de HSP90 tiene efectos pleiotrópicos como son la modulación de 
diversas rutas de señalización, debido a la degradación de las proteínas cliente de HSP90, y el 
aumento en la síntesis de diferentes HSPs, como HSP70. Mediante estudios in vitro con células 
implicadas en el desarrollo de la placa de ateroma (monocitos/macrófagos y CMLVs) 
demostramos que la inhibición de HSP90, mediante el uso de inhibidores específicos su actividad 
como son el 17-AAG y el 17-DMAG, incrementó los niveles de HSP70. Asimismo, redujeron la 
activación de los factores de transcripción STAT3 y NF-κB y los niveles intra y extracelulares de 
MCP-1 e IL6 inducidas por un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-γ e IL-6). Para 
comprobar la relevancia de nuestros resultados in vitro, se llevaron a cabo estudios in vivo en 
ratones hiperlipidémicos ApoE-/-. Para este fin, se usó el 17-DMAG debido a su mayor efecto 
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anti-inflamatorio observado in vitro. El 17-DMAG redujo el  tamaño total de la lesión a lo largo 
del arco aórtico y su contenido lipídico. Además, el tratamiento con este inhibidor de HSP90 
redujo de manera significativa el contenido en macrófagos de la lesión, la activación de STAT3 y 
NF-κB, así como los niveles de MCP-1 locales y circulantes. 
Así, la conclusión de este trabajo es que HSP90 se asocia a la inestabilidad de la placa 
humana de aterosclerosis avanzada, mientras que HSP70 se asocia a la estabilidad de la misma. 
Además, el uso de los inhibidores de HSP90 reduce la respuesta inflamatoria, el tamaño y el 
contenido lipídico de la lesión, lo que sugiere que HSP90 podría ser una nueva diana terapéutica 
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias como la aterosclerosis. 
 
Artículo publicado en Cardiovascular Research. 2010 May 1;86(2):330-7. 
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3.2. La inhibición de HSP90, mediante el 17-DMAG, disminuye el estrés 
oxidativo en aterosclerosis experimental. 
 
Para desarrollar el tercer objetivo de la tesis estudiamos el papel de la proteína HSP90 en 
el estrés oxidativo que subyace en el origen y desarrollo de la aterosclerosis, además del posible 
efecto antioxidante de su inhibición mediante el uso del 17-DMAG. La aterosclerosis se define 
como un proceso inmuno-inflamatorio que se origina entre otras causas por la acumulación 
subendotelial de LDLs, pudiendo ser oxidadas por ROS a LDLox. En las etapas tempranas de la 
aterosclerosis los macrófagos derivados de monocitos internalizan las LDLox a través de 
receptores basurero como CD36 53 dando lugar a las células espumosas 194. La migración y el 
acúmulo de células espumosas en la neoíntima, modulas por CD36 y las ROS producidas por la 
NADPH oxidasa, son factores claves en el desarrollo de la placa de ateroma 176. De esta forma, la 
producción de ROS participa en el origen y desarrollo de la lesión aterosclerótica a través de 
diferentes mecanismos incluidos el estrés oxidativo y la inflamación. Hay numerosas proteínas 
cliente de HSP90 que participan en ambos procesos, como MEK y diversas subunidades de la 
NADPH oxidasa. Así, el uso del inhibidor de HSP90, 17-DMAG, disminuyó los niveles de ROS 
y la activación de ERK en las placas ateroscleróticas de un modelo de aterosclerosis experimental 
con ratones ApoE-/-. El tratamiento in vitro de CMLVs de rata con el 17-DMAG disminuyó la 
producción de ROS y la actividad NADPH oxidasa inducida por TNF-. Estos resultados están 
relacionados con los efectos pleiotrópicos de la inhibición de HSP90 por el 17-DMAG, como 
son el incremento en los niveles de HSP27 y HSP70, y la modulación de diversas rutas de 
señalización, como es la inhibición de ERK. Asimismo, realizamos estudios mecanísticos, 
mediante el uso de siRNAs específicos para HSP70 y HSP90, intentando diseccionar el efecto 
individualizado de las acciones duales del 17-DMAG. Los datos mostraron que la inhibición de 
HSP90 disminuyó de manera drástica la producción de ROS dependiente de la actividad de la 
NADPH oxidasa, mientras que el uso de un siRNA específico para HSP70 mostró el efecto 
totalmente opuesto. Estos datos están en consonancia con los resultados hallados con el 17-
DMAG, ya que parece que tanto la inhibición de HSP90 como la sobreexpresión de HSP70 
podrían estar colaborando en la modulación del estrés oxidativo. Además, en CMLVs la 
expresión de las subunidades de la NAPDH oxidasa, NOX1 y NOXO1, fue modulada por el 17-
DMAG, tanto en la presencia como en la ausencia de TNF-.  
Por otro lado, usamos monocitos humanos para estudiar el efecto de la inhibición de 
HSP90 en otras células implicadas en la enfermedad vascular y analizar la acción del 17-DMAG 
en un tratamiento a largo plazo. Hallamos que el uso del 17-DMAG en monocitos humanos 
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(línea celular THP1) inhibió el proceso de diferenciación monocito/macrófago estimulado por 
PMA a 24 y 48h, comprobado mediante el análisis del marcador de diferenciación monocito-
macrófago CD36. Además, los resultados muestran un incremento en las subunidades de la 
NAPDH oxidasa, NOX1 y NOXO1, asociadas al aumento de en la producción de ROS, a los 
niveles de expresión de CD36 y a las modificaciones fenotípicas producidas por el PMA en los 
THP-1. Todos estos procesos fueron revertidos mediante la inhibición de HSP90 por el 17-
DMAG. 
Finalmente, observamos una fuerte tinción tanto de NOX1 como de NOXO1 en la zona 
inflamatoria de las placas humanas de aterosclerosis avanzadas, colocalizando con CMLVs, 
macrófagos y células que producen altos niveles de ROS. Esta tinción fue confirmada mediante 
análisis por western blot de segmentos de aorta definidos como complicados y sus respectivos no 
complicados, mostrando los primeros unos mayores niveles proteicos de NOX1 y NOXO1. La 
zona complicada de la placa se define como la zona de la lesión, localizada generalmente en el 
origen interno de la carótida y que suele ser responsable de la cirugía. Contiene altos niveles de 
células inflamatorias (Stary stages V–VI), mientras que la zona fibrosa no complicada está 
compuesta principalmente por CMLVs y depósitos lipídicos (Stary stage III). 
Todos estos datos muestran que el 17-DMAG tiene un efecto beneficioso en el 
desequilibrio redox presente en la pared vascular y podría promover la estabilidad de la placa a 
través de la modulación de factores prooxidativos y la inhibición de la transición monocito-
macrófago.  
 
Artículo publicado en Cardiovascular Research. 2012 Apr 30; Epub ahead to print. 
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3.3. Los niveles de Peroxirredoxina-1/Tiorredoxina se asocian con el 
espesor de la íntima-media y la actividad NADPH oxidasa en sujetos con 
aterosclerosis subclínica. 
	
Los objetivos cuarto y quinto de esta tesis se centraron en el estudio de otra familia de 
CSPs, como es el sistema de la TRX. Para desarrollar estos dos objetivos analizamos los niveles 
plasmáticos de PRDX-1/TRX, tanto en pacientes con estenosis carotídea como en sujetos 
asintomáticos con un grosor de la íntima-media conocido y la relación de las proteínas PRDX-
1/TRX con la NAPDH oxidasa. Dentro de los diferentes sistemas antioxidantes, la TRX junto 
con la TRX reductasa y la NADPH oxidasa, constituyen un sistema ubicuo que regula el estado 
redox celular 266. Las propiedades de la TRX en el reciclaje de las moléculas pro-oxidativas son 
ejercidas a través de las PRDX. Además, la PRDX puede interaccionar y modular la actividad 
NADPH oxidasa mediante la inactivación del H2O2 y su ruta de señalización 120. 
Intracelularmente, aparte de  su papel como antioxidantes, TRX y PRDX participan en 
numerosos procesos que van desde la síntesis de DNA, a la regulación de la apoptosis o la 
proliferación celular 188, 263. En respuesta a diferentes tipos de estrés, tanto PRDX como TRX 
pueden ser secretadas al medio extracelular 208, 200. En nuestro estudio, encontramos que los 
pacientes con aterosclerosis carotídea muestran mayores niveles de PRDX-1/TRX que los 
sujetos sanos. Además, en una población de 84 sujetos asintomáticos, encontramos una 
correlación positiva entre PRDX-1/TRX y el espesor íntima-media, ajustado por edad y sexo. 
Finalmente, mediante análisis de regresión hallamos que PRDX-1/TRX correlacionaron 
positivamente entre sí. Igualmente, analizamos la posible asociación entre PRDX-1/TRX y la 
actividad NADPH oxidasa, ya que PRDX-1/TRX correlacionaron positivamente con la 
producción de superóxido dependiente de la NADPH oxidasa en la población de pacientes 
asintomáticos. Así, para intentar ahondar en la potencial asociación entre PRDX-1/TRX y la 
NADPH oxidasa, usamos monocitos humanos en los que la estimulación con PMA incrementó 
los niveles extracelulares de PRDX-1/TRX y la actividad NADPH oxidasa, junto con una 
disminución en los niveles intracelulares de PRDX-1/TRX. Este efecto fue parcialmente 
revertido mediante el pretratamiento con apocinina, un inhibidor de la NADPH oxidasa. Sin 
embargo, para intentar demostrar la especificidad de la NADPH oxidasa en el proceso de 
liberación de PRDX/TRX realizamos experimentos de pérdida de función mediante el uso de un 
siRNA específico para NOX2, lo que bloqueó la disminución intracelular de PRDX-1/TRX 
inducida por PMA en macrófagos de ratón. Asimismo, en placas humanas de aterosclerosis 
avanzada, mostramos la colocalización de PRDX-1/TRX con CD68 (marcador de actividad 
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fagocítica, generalmente expresado por macrófagos), α-actina (marcador de CMLVs) y p22phox 
(subunidad reguladora de la NADPH oxidasa). 
Como conclusión, hallamos que los niveles de PRDX-1/TRX están incrementados en 
pacientes con estenosis carotídea y correlacionan positivamente con el grosor íntima-media y la 
producción de superóxido dependiente de la actividad NADPH oxidasa en sujetos asintomáticos. 
Además, describimos una potencial implicación de la producción de ROS a través de la NADPH 
oxidasa en el proceso de secreción de PRDX/TRX al medio extracelular. Todos estos datos 
sugieren una respuesta coordinada antioxidante frente al incremento del estrés oxidativo en 
aterotrombosis. 
 
Artículo en revisión en Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology.
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a prevalencia de la aterosclerosis aumenta rápidamente en la mayor parte de los 
países, especialmente, especialmente en aquellos que han modificado sus hábitos 
hacia aquellos propios de la vida occidental 135. Por ello, es necesario desarrollar 
terapias que puedan modular o frenar el desarrollo de esta enfermedad. En esta tesis hemos 
demostrado que el uso de fármacos que puedan aumentar los niveles de CSPs ateroprotectoras, 
así como la inhibición de ciertas rutas de señalización implicadas en la enfermedad 
aterosclerótica, podrían ser de utilidad clínica. Asimismo, hemos analizado el posible papel como 
potenciales biomarcadores  diagnosticos de las CSPs tanto a nivel intracelular como a nivel 
circulatorio en aterotrombosis.  
 
4.1. . Efectos ateroprotectores de los inhibidores de HSP90 a través de la disminución 
de la respuesta inmuno-inflamatoria 
En el apartado 3.1 de Materiales, Métodos y Resultados analizamos en primer lugar los 
niveles de HSP70 y HSP90 en arterias carótidas de pacientes con aterosclerosis avanzada. 
Estudios previos realizados en arterias coronarias de pacientes que sufrieron infarto de miocardio 
mostraron que la rotura del ateroma sucede generalmente en la zona de los hombros 105, un área 
caracterizada por un alto contenido de células inflamatorias, activación de NF-κB y expresión de 
MCP-1 142, 144. Asimismo, se ha descrito que la rotura de la placa aterosclerótica sucede 
frecuentemente en aquellas zonas donde la placa fibrosa es más delgada y en aquellas áreas en las 
que el componente inflamatorio es mayor. Los resultados muestran unos altos niveles de 
expresión proteica de HSP90 en placas avanzadas de pacientes con aterosclerosis, especialmente 
en la zona de los hombros de la placa. Además, los niveles de HSP90 fueron mayores en aquellas 
placas cuya capa fibrosa era más delgada, lo que sugiere que HSP90 podría jugar un papel 
importante en la inestabilidad de la placa avanzada. Durante la preparación de este manuscrito y 
en línea con los datos que nosotros habíamos hallado, Businaro et al publicaron un artículo que 
describía la sobreexpresión de HSP90 tanto en placas como en suero de pacientes con 
aterosclerosis 29. Estos autores sugieren que la elevada expresión de HSP90 en placas 
ateroscleróticas podría ser el responsable de iniciar una respuesta específica autoinmune que 
exacerbaría la cascada inflamatoria mediante la estimulación de la inmunidad innata y adquirida.  
Además, los linfocitos T específicos para HSP90 mostraban un perfil pro-inflamatorio tipo Th1. 
Debido a que los linfocitos Th1 producen citoquinas como IFN-γ, IL-2 y TNF-β que son 
responsables de la activación de macrófagos y de la inmunidad celular 73,  Businaro et al sugieren 
un papel para HSP90 en el mantenimiento de los mecanismos inflamatorios que subyacen a la 
aterogénesis. Nuestros estudios amplían estos datos y ponen de manifiesto que HSP90 puede ser 
L 
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una posible diana terapéutica en aterosclerosis. Hasta el momento, los inhibidores de HSP90 se 
han estudiado principalmente en cáncer 229, aunque se ha demostrado en diferentes tipos celulares 
que estas drogas son capaces de bloquear la actividad de ciertos mediadores pro-inflamatorios 140, 
254, y también existen evidencias sobre su posible papel beneficioso en varios modelos 
experimentales de enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide 204, uveítis inducida por 
endotoxinas 184 y sepsis 35. Además, la inhibición de HSP90 mediante el 17-AAG modula otros 
procesos implicados en aterosclerosis como la migración endotelial y angiogénesis, debido a su 
interacción con Akt y eNOS 236.  Dado que la inflamación excesiva desequilibra la balanza hacia la 
progresión de la aterosclerosis, las estrategias que puedan prevenir esta respuesta patológica 
podrían ser potencialmente beneficiosas. Hemos observado que los inhibidores de HSP90 
disminuyen la expresión (MCP-1 e IL-6) y activación (STAT3 y NF-κB) de mediadores 
inflamatorios tanto in vitro como in vivo (Figura 8). Así, los efectos beneficiosos de HSP90 en las 
enfermedades inflamatorias podrían ser debido a su doble actividad: por un lado la degradación 
de proteínas cliente implicadas en diferentes rutas de señalización pro-inflamatorias y, por otro la 
sobreexpresión de proteínas HSPs anti-inflamatorias, como HSP70. Dentro de las proteínas 
cliente de HSP90 implicadas en enfermedades inflamatorias, STAT y NF-κB  son los ejemplos 
más representativos. JAK/STAT  es una ruta de señalización importante que se encuentra 
regulada por receptores de citoquinas y modula la iniciación/progresión de la aterosclerosis y el 
remodelado en respuesta al daño 1, 218. La activación de JAK/STAT se ha descrito previamente en 
lesiones ateroscleróticas y en células vasculares en cultivo sometidas a condiciones pro-
inflamatorias 64, 170, 197. En ratones deficientes en STAT3 de manera condicional,  la formación de 
estrías grasas se redujo, en comparación con ratones control 64. Por el contrario, la inhibición de 
los reguladores negativos de STAT3 mediante oligonucleótidos antisentido inicia la activación de 
STAT3 y, en consecuencia, agrava el proceso inflamatorio en ratones ApoE-/- 170. Estos datos 
apoyan los resultados que hemos obtenido en esta tesis ya que hemos observado que la 
prevención en la activación de STAT3 mediante los inhibidores de HSP90 es capaz de disminuir 
la respuesta inmuno-inflamatoria en células vasculares, macrófagos y en placas ateroscleróticas de 
ratones. 
La ruta de señalización de NF-κB tiene un papel crucial en la mediación de las respuestas 
inmunes e inflamatorias. La activación de NF-κB requiere la fosforilación de IκB por el complejo 
de cinasas IKK, lo que favorece la ubiquitinación y degradación de IκB por el proteosoma, 
permitiendo a NF-κB translocarse al núcleo y regular transcripcionalmente la expresión de 
diferentes genes pro-inflamatorios (por ej. MCP-1). Se ha observado previamente que la 
inhibición de NF-κB disminuyó los procesos inflamatorios en el modelo de aterosclerosis ApoE-
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/- 41, 136. Otras aproximaciones como oligodeoxinucleótidos antisentido para NF-κB han sido 
utilizadas de manera exitosa en modelos animales de enfermedades vasculares 273. Es interesante 
resaltar que IKK al ser una proteína cliente de HSP90, forma un complejo con esta chaperona, de 
esta forma el uso de los inhibidores de HSP90 bloquea la función de IKK, y la posterior 
activación de NF-κB 155. En concordancia con estos datos, hemos observado que los inhibidores 
de HSP90 modulan la activación de NF-κB inducida por citoquinas pro-inflamatorias en células 
vasculares y macrófagos (Figura 8). Así, los inhibidores de HSP90 disminuyeron la activación de 
NF-κB, los niveles de MCP-1 y el infiltrado de monocitos/macrófagos en placas ateroscleróticas. 
Estos resultados concuerdan con trabajos previos en los que los inhibidores de HSP90 atenuaban 
NF-κB en otras enfermedades inflamatorias 35, 184.  
Las proteínas de choque térmico están implicadas en la protección de las células frente a 
diversos tipos de daño. Aunque tradicionalmente el mecanismo de esta protección está asociado a 
su función chaperona, se sabe que ciertas HSPs, como HSP70, también presentan propiedades 
anti-inflamatorias en diferentes condiciones patológicas 271. Así, HSP70 es capaz de inhibir la 
adhesión y reclutamiento de leucocitos en modelos in vivo 87, disminuir el número de macrófagos 
activados e inhibir la activación de NF-κB en un modelo de inflamación cerebral 281. En un 
modelo de colitis, Tanaka et al, demostraron que la sobreexpresión de HSP70 en ratones 
transgénicos inhibía la expresión de numerosas citoquinas, incluyendo la IL-6. Otras 
aproximaciones, como la inducción de HSP70 mediante el consumo de bajas dosis de alcohol 
sugieren que dicho efecto cardioprotector estaba mediado por un aumento de HSP70 y HO-1 213. 
Del mismo modo, se ha observado el efecto beneficioso de la inducción de HSP70 con 17-AAG 
en el tratamiento de la encefalomielitis autoinmune experimental a través de la supresión de las 
respuestas inflamatorias de la glía 44. Nuestros resultados sugieren que la inducción de HSP70 
mediante el tratamiento con 17-AAG/17-DMAG podría ser un mecanismo adicional para 
disminuir la inflamación en células vasculares y placas ateroscleróticas (Figura 8). Asimismo, la 
relevancia clínica de nuestros resultados está relacionada con la evidencia cada vez mayor de que 
las HSPs podrían ser posibles dianas terapéuticas en el tratamiento de diferentes enfermedades 
229. Para este objetivo, se debería utilizar 17-DMAG ya que es un derivado más potente y con 
mayor solubilidad que el 17-AAG 78, 227, pudiendo ser administrado oralmente.   
Como resumen de esta primera parte, nuestros resultados demuestran que los inhibidores 
de HSP90 interfieren con el desarrollo de la placa de ateroma, pudiendo promover la estabilidad 
de la misma a través de la reducción de los factores inflamatorios. 
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4.2. La inhibición de HSP90 disminuye el estrés oxidativo y la diferenciación monocito-
macrófago en aterosclerosis experimental 
El estrés oxidativo está implicado en todas las fases del proceso aterogénico, desde etapas 
iniciales hasta las complicaciones, que desembocan en eventos clínicos debido a la rotura de 
placas avanzadas. Por lo tanto, las terapias que prevengan el aumento patológico de la producción 
de ROS en el sistema vascular resultan, sin duda, beneficiosas. Ya que las ROS median la inter-
relación positiva entre el estrés oxidativo y la inflamación en la pared arterial, en el apartado 3.2 
de esta tesis analizamos en primer lugar la producción de superóxido en un modelo in vivo de 
aterosclerosis de ApoE-/-. Los estudios con la sonda fluorescente sensible a la producción de ión 
superóxido (dihidroetidio, DHE) muestran que las placas ateroscleróticas de los ratones tratados 
con el 17-DMAG sufrían un menor estrés oxidativo en comparación con los controles. Los 
experimentos in vitro confirmaron el efecto antioxidante de la inhibición de HSP90 (Figura 8). 
Así, en CMLVs de rata tratadas con TNF-α, y dosis bajas (no citotóxicas) de 17-DMAG redujo 
parcialmente los niveles de ROS inducidos por el TNF-α. 
Como ya se comentó anteriormente, dos de los efectos pleiotrópicos de la inhibición de 
HSP90 por el 17-DMAG son la inducción en la síntesis de HSPs y la degradación de proteínas 
cliente de HSP90, modulando de esta forma numerosas rutas de señalización. Así, mostramos 
cómo el tratamiento de CMLVs  con 17-DMAG aumenta la expresión génica y proteica de 
HSP27 y HSP70 (Figura 8). Un dato interesante que obtuvimos del análisis de las placas 
ateroscleróticas de ratón de nuestro modelo es que existe una relación inversa entre la producción 
local de ión superóxido y la expresión de HSP70. Para estudiar los mecanismos que subyacen a 
esta correlación inversa, realizamos estudios de silenciamiento genético in vitro mediante el uso de 
un siRNA específico para HSP70 en CMLVs. De acuerdo con los datos in vivo, la reducción en 
los niveles de HSP70 en CMLVs produjo un marcado incremento en la producción de ROS 
(Figura 8). En este contexto, estudios previos habían mostrado que la sobreexpresión de HSP70 
tiene efectos antioxidantes en un modelo de aterosclerosis en ratas 168, protegiendo a las células a 
nivel mitocondrial frente al estrés oxidativo inducido por  H2O2 181 y manteniendo los niveles de 
GSH 268. Además puede representar un mecanismo de defensa en las células endoteliales y en las 
células vasculares frente a las LDLs oxidadas 282, 283. Asimismo, los efectos antioxidantes del 
tratamiento con resveratrol en aterosclerosis van unidos al aumento en los niveles de HSP27 253, 
la modulación en los niveles de GSH 192 y la disminución en la activación de NF-κB 25. Las 
perturbaciones en la estructura del citoesqueleto son una de las mayores consecuencias del estrés 
oxidativo intenso 153. Las HSPs pequeñas, como la HSP27 así como otras HSPs, HSP90 o la 
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HSP70, protegen a los filamentos intermedios y microfilamentos, previniendo de esta forma daño 
en el centrosoma 130, 158. 
 Por otro lado, los efectos duales de la inhibición de HSP90 incluyen la modulación de 
numerosas rutas de señalización implicadas en el estrés oxidativo, como por ejemplo la cascada 
de MAPK, y en particular ERK1/2, una cinasa ampliamente descrita por su papel en el estado 
redox celular. HSP90 media la fosforilación de ERK1/2 promoviendo su translocación nuclear e 
incrementando de esta forma la proliferación de las CMLVs de rata en respuesta al estrés 
oxidativo 133.  En nuestras observaciones in vivo, las placas ateroscleróticas de los ratones tratados 
con 17-DMAG mostraban niveles de activación de ERK1/2 menores que los de ratones control. 
Este efecto fue confirmado por experimentos in vitro, en los que el tratamiento de CMLVs con 
17-DMAG fue capaz de disminuir tanto los niveles basales de fosforilación de ERK1/2 como los 
inducidos por TNF-α (Figura 8). Estos resultados están en línea con trabajos anteriores en los 
que la inhibición de HSP90 mediante 17-AAG 86 o 17-DMAG 69 reducía la fosforilación de ERK 
en distintos tipos celulares. La relación entre la producción de ROS y la activación de ERK ha 
sido previamente descrita en CMLVs 222. Por tanto, la atenuación de ERK mediada por el 17-
DMAG podría inhibir la producción de ROS y otras rutas de señalización implicadas en estrés 
oxidativo y aterosclerosis reguladas por esta cinasa. Hay que resaltar que el 17-DMAG fue capaz 
de reducir la actividad NADPH oxidasa en CMLVs, tanto sus niveles basales como los inducidos 
por TNF-α (Figura 8). Aunque los mecanismos moleculares de la modulación de la NADPH 
oxidasa no están totalmente claros, es posible que el rápido incremento en la actividad NADPH 
oxidasa inducida por TNF-α, como se ha mostrado previamente para el PMA 36, pudiera ser 
debido a un cambio en el estado de afinidad en la unión de p22phox a NOXO1 50. Por otro lado, 
la modulación de la actividad NADPH oxidasa por parte del 17-DMAG se podria producir a 
través de su unión directa a HSP90, ya que NOX1 es una proteína cliente de HSP90. Debido que 
la interacción entre HSP90 y la subunidad NOX1 de la NADPH oxidasa se produce a través del 
extremo C-terminal del residuo NOX1 36, es posible que la unión del 17-DMAG al bolsillo ATP 
de la proteína HSP90 impida la interacción HSP90/NOX1. En este sentido, hemos observado 
que la inhibición de HSP90 mediante el uso de un siRNA específico para HSP90α/β inhibió casi 
totalmente la producción de ROS dependiente de la NADPH oxidasa en CMLVs. Además, el 17-
DMAG podría romper la unión de la región rica en prolinas de p22phox al dominio en tándem 
SH3 de NOXO1, lo que constituiría un mecanismo adicional de inhibición de ROS, similar al 
demostrado previamente para el celastrol 96. El celastrol, es un producto extraído de plantas 
medicinales tradicionales entre cuyos efectos están la inactivación de Cdc37 y p23 (cochaperonas 
de HSP90), la inhibición del proteasoma y la activación de HSF1 desencadenando la respuesta 
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por choque térmico 210. Hemos encontrado en CMLVs que el 17-DMAG es capaz de reducir la 
expresión de RNAm y proteína de NOX1 y NOXO1, tanto en condiciones basales como tras 
estimulación por TNF-α (Figura 8). Esta disminución en los niveles de ambas subunidades de la 
NADPH no está necesariamente relacionada con el descenso en la actividad NADPH oxidasa, 
sino que es otro efecto de la inhibición de HSP90 36, pudiendo ser beneficioso a largo plazo en 
enfermedades como la aterosclerosis. El tratamiento prolongado con 17-DMAG disminuye los 
niveles de las subunidades de la NADPH oxidasa, pero los efectos a corto plazo incluyen la 
modulación de la actividad NAPDH oxidasa, como también han demostrado otros autores para 
diversos análogos de la geldanamicina 36.   
Para intentar profundizar en el efecto que podría tener el tratamiento prolongado con 17-
DMAG en otras células del sistema vascular, realizamos experimentos en monocitos humanos. 
De esta forma, demostramos que el PMA induce la producción de ROS dependiente de NADPH 
oxidasa, la sobreexpresión de NOX1 y NOXO1 y la diferenciación del monocito a macrófago en 
la línea celular monocítica THP-1. De acuerdo con nuestros resultados, varios estudios 
demuestran que NOX1 está aumentada en macrófagos activados por LPS 123, estimula la 
oxidación de LDLs y es clave para la formación de células espumosas, favoreciendo por tanto los 
procesos oxidativos e inflamatorios 121. En este sentido, es interesante resaltar que nuestros 
resultados demuestran que el 17-DMAG inhibe de manera efectiva la producción de ROS 
dependiente de de la NAPDH oxidasa y la expresión de NOX1 y NOXO1, junto con la de 
CD36, un marcador de la diferenciación monocito-macrófago 162 (Figura 8). Así, las 
consecuencias funcionales en un tratamiento prolongado de la inhibición de HSP90 podría incluir 
la disminución de la producción de ROS implicada en la diferenciación de monocito a macrófago, 
un proceso clave en la formación de células espumosas y que favorece el desarrollo y progresión 
de la lesión 176. 
Para profundizar en la relevancia de NOX1 y NOXO1 en aterosclerosis, analizamos la 
expresión de ambas proteínas en placas humanas de aterosclerosis carotídea. Los niveles de 
RNAm de NOX1 han sido estudiados previamente en placas ateroscleróticas humanas 228, pero 
hasta el momento no hay ningún estudio que analizase la localización de las proteínas NOX1 y 
NOXO1 en placas ateroscleróticas humanas. Nuestros resultados demuestran la expresión de 
ambas subunidades de la NADPH oxidasa asociadas tanto a CMLVs como a macrófagos de la 
lesión ateromatosa, principalmente en la zona inflamatoria. De manera similar otras subunidades 
de la NADPH oxidasa, como p22phox, han sido previamente descritas en placas ateroscleróticas 
humanas 228. Además encontramos colocalización de NOX1 y NOXO1 en células positivas para 
la sonda fluorescente sensible a ión superóxido DHE, lo que sugiere que las células que expresan 
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altos niveles de estas subunidades son productoras de elevados niveles de ROS. Estos datos 
sugieren que podría existir una retroalimentación positiva en un escenario de estrés oxidativo 
crónico entre las ROS derivadas de NOX1 y la formación de macrófagos. Aunque, el papel de 
NOXO1 en enfermedades vasculares no es tan conocido, se ha descrito que los niveles de 
NOX1 y NOXO1se incrementan por estimulación con citoquinas pro-aterogénicas como el 
IFN-γ y el TNF-α en diferentes tipos celulares 106. Asimismo, describimos una fuerte tinción 
tanto de NOX1 como de NOXO1 en la zona inflamatoria de placas humanas de aterosclerosis 
avanzada. Por otro lado, un análisis de genoma completo hecho en modelo murino de 
enfermedad crónica obstructiva de pulmón, mostró que los niveles de NOXO1 estaban 
altamente incrementados en aquellos pulmones expuestos al humo de tabaco y LPS, mientras que 
la expresión de HSP70 (Hspa1b) disminuyó drásticamente. Teniendo en cuenta estos datos, las 
variaciones en los niveles de NOXO1/HSP70 podrían ser un marcador del desequilibrio en la 
maquinaria antioxidante 149. Finalmente, cuantificamos mediante western blot en extractos 
proteicos obtenidos de placas ateroscleróticas y confirmamos la expresión proteica incrementada 
de NOX1 y NOXO1 en la región complicada de la placa, compuesta principalmente por células 
inflamatorias y hemorragia intraplaca, comparada con su zona no complicada, compuesta 
principalmente por CMLVs y depósitos lipídicos, respectivamente. Todos estos datos subrayan la 
importancia de las ROS derivadas de NOX1 en un escenario crónico inmune-inflamatorio y 
oxidativo presente en las lesiones ateroscleróticas avanzadas humanas.  
En resumen, estos estudios demuestran que el 17-DMAG es capaz de disminuir la 
respuesta oxidativa en aterosclerosis, apuntando hacia un posible papel terapéutico del 17-
DMAG en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamación. 
Sin embargo, ya que la inhibición de HSP90 afecta a numerosas rutas de señalización a la 
vez, otros procesos patológicos como la neoangiogénesis y la apoptosis podrían estar afectados 
por estas drogas. Por lo tanto, se requieren futuros estudios para clarificar el papel protector de 
estos fármacos en enfermedades humanas. Hasta el momento el uso de estos inhibidores en 
ensayos clínicos se ha restringido al campo del cáncer 22, 114, 115, 171, 195, pero como hemos 
demostrado la sobreexpresión de ciertas HSPs mediante el uso de compuestos farmacológicos 
podría ser un método prometedor para el tratamiento de la aterosclerosis. Las dosis y la toxicidad 
que se puedan extraer de los diferentes ensayos clínicos en fase I con diferentes derivados de  la 
geldanamicina que se están llevando a cabo en pacientes con cáncer podrían facilitar la selección 
de dosis no citotóxicas para su posterior estudio en pacientes con enfermedades no neoplásicas, 
como las enfermedades cardiovasculares.  
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Figura 8. Esquema de los diferentes efectos estudiados del 17-DMAG en condiciones pro-inflamatorias y 
de estrés oxidativo in vitro e in vivo. 
 
4.3. Los niveles circulantes de PRDX-1/TRX aumentan en aterosclerosis; descripción de 
los mecanismos asociados a su secreción bajo condiciones prooxidantes 
Las ROS, como el O2-, H2O2 y el HO·, consisten en especies formadas por la reducción 
parcial del oxígeno. Las ROS celulares se generan de manera endógena o pueden producirse a 
través de la interacción con fuentes exógenas, como compuestos xenobióticos. El estrés 
oxidativo tiene lugar bien por un aumento en la producción de ROS o bien por un descenso en la 
capacidad antioxidante celular. El estrés oxidativo provoca daños en ácidos nucleicos, proteínas 
y/o lípidos, estando implicado en numerosas enfermedades como la aterosclerosis o la diabetes 
173. La NAPDH oxidasa, principal fuente de ROS en el sistema vascular, junto con el sistema de la 
TRX forman el principal sistema regulador del estado redox celular. Los niveles circulantes de 
TRX están elevados en pacientes con historia clínica de infarto de miocardio o angina inestable 84, 
154.  En esta tesis, a lo largo del apartado 3.3 describimos un incremento tanto en los niveles 
plasmáticos de PRDX-1 como de TRX en pacientes con aterosclerosis carotídea en comparación 
con pacientes sanos. Además, ya que el incremento en el espesor íntima-media de la arteria 
carótida (un marcador subrogado de aterosclerosis) está directamente asociado con un mayor 
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riesgo de sufrir infarto agudo de miocardio e ictus 166, evaluamos la asociación entre PRDX-1 y 
TRX con este parámetro en sujetos asintomáticos. Nuestros resultados muestran una correlación 
positiva de PRDX-1 y TRX con el espesor de la íntima-media, que permaneció significativo tras 
el ajuste con factores clásicos de riesgo cardiovascular  tales como hipertensión, diabetes o 
hipercolesterolemia. Es interesante comentar que se ha demostrado previamente que la actividad 
NADPH oxidasa fagocítica correlaciona con el grosor íntima-media carotídeo en pacientes 
asintomáticos de aterosclerosis 275. Además, encontramos que los niveles plasmáticos de PRDX-1 
y TRX correlacionan positivamente con la producción de superóxido dependiente de la NADPH 
oxidasa en monocitos de pacientes asintomáticos. De acuerdo con nuestros resultados, estudios 
previos han asociado los niveles circulantes de PRDX-1 y TRX con otros marcadores de estrés 
oxidativo (como por ejemplo la mieloperoxidasa o la 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine) en diferentes 
patologías 51, 99. Finalmente, mediante análisis de regresión demostramos una correlación positiva 
entre PRDX-1 y TRX en plasma tanto de pacientes carotídeos como de sujetos asintomáticos, lo 
que podría sugerir una respuesta coordinada de ambas proteínas al aumento en el estrés oxidativo 
presente en aterotrombosis. En consonancia, hemos descrito tanto a PRDX-1 como a TRX 
como nuevos biomarcadores de aneurisma aórtico abdominal (AAA)145, 146. El AAA es una forma 
específica de aterotrombosis, que se define por la progresiva pérdida en la capacidad de 
resistencia frente a la alta presión intraluminal, relacionada con la degradación de la pared arterial, 
dando lugar a la dilatación y rotura de esta 150. En esos trabajos demostramos que tanto PRDX-1 
como TRX correlacionan con el diámetro del AAA y su crecimiento 145, 146.  
Por otro lado, se ha observado un aumento en la expresión de PRDX-1 en aortas de 
ApoE-/- con aterosclerosis avanzada, posiblemente como un mecanismo de respuesta al aumento 
en el estrés oxidativo 147. Sin embargo, estos niveles elevados eran inferiores a los encontrados en 
ratones de fenotipo salvaje de la misma edad 147. Por el contrario, los niveles proteicos de TRX en 
las placas de ateroma del ratón ApoE-/- aumentan en etapas tempranas, disminuyen de manera 
muy significativa según avanza el desarrollo de la lesión 42. Esto podría indicar que en etapas 
iniciales las células del sistema vascular intentan responder mediante un aumento en los niveles de 
TRX, protegiéndose de esta forma frente al ambiente prooxidativo, sin embargo es posible que el 
desarrollo de la lesión en etapas más avanzadas se deba en parte al desequilibrio agudo en los 
mecanismos antioxidantes, entre los que se encontrarían los niveles disminuidos de TRX. Al 
contrario que el ratón que no tiene TRX, el ratón que no posee PRDX-1 es viable, con un 
fenotipo caracterizado por anemia hemolítica causada por un incremento en las ROS de los 
RBCs. Además PRDX-1 tiene propiedades supresoras de tumores ya que el ratón KO muestra 
una frecuencia incrementada que tumores múltiples malignos a medida que envejecen, lo que se 
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explica por la acumulación de tejido dañado debido al exceso de ROS 164. Asimismo, PRDX-1 
disminuye la adhesión leucocitaria al endotelio vascular y la activación del mismo, ya que modula 
la secreción mediada por ROS de los cuerpos de Weibel-Palade o la expresión de moléculas de 
adhesión tales como la p-selectina o el factor de von Willebrand 110. El ratón doble KO para 
PRDX-1 y ApoE alimentado con dieta normal mostraba lesiones ateroscleróticas más grandes y 
más ricas en macrófagos que el ratón KO para ApoE 110. Además, mediante la eliminación del 
H2O2, PRDX-1 puede inhibir la ruta de NF-κB y consecuentemente la respuesta inflamatoria 202.  
Estos últimos estudios muestran lo que podría suponer un componente aditivo que explicaría el 
desarrollo de aterosclerosis en el ratón ApoE-/-.  En este trabajo nosotros ampliamos estos datos 
a placas de aterosclerosis carotídea humana, mostrando expresión de PRDX-1 y TRX en 
macrófagos de la placa, así como en CMLVs y eritrocitos. En este sentido, recientemente ha sido 
descrito que TRX se expresa en placas ateroscleróticas humanas asociada a la hemorragia 
intraplaca, posiblemente como una respuesta antioxidante de las células vasculares al medio 
prooxidativo que les rodea 167. En placas de pacientes con aterosclerosis 169 y en arterias dañadas 
por el modelo de balón 239, la expresión de TRX tanto en el endotelio como en macrófagos se 
encuentra aumentada. Igualmente, numerosos miembros de la NADPH oxidasa fagocítica han 
sido descritos en placas ateroscleróticas humanas 116, entre ellos p22phox 13. En este trabajo 
nosotros mostramos la colocalización de PRDX-1/TRX con p22phox en placas humanas de 
pacientes con aterosclerosis carotídea, lo que sugiere una asociación  molecular entre la NADPH 
oxidasa y las proteínas PRDX-1/TRX en las células presentes en la lesión aterosclerótica, 
principalmente macrófagos y CMLVs. Para profundizar en la relación entre la NADPH oxidasa y 
PRDX-1/TRX, llevamos a cabo estudios in vitro en monocitos humanos estimulados con PMA, 
un conocido agente inductor de la NADPH oxidasa 276. En estas condiciones experimentales, los 
niveles intracelulares de PRDX-1/TRX disminuyen, mientras que sus respectivos niveles 
extracelulares se incrementan (Figura 9). Este efecto se revirtió en presencia del inhibidor de la 
NADPH oxidasa, apocicina, lo que sugiere que los niveles de PRDX-1/TRX dependen de la 
producción de ROS dependiente de la actividad NADPH oxidasa. Asimismo, hallamos que este 
proceso de secreción puede producirse de manera activa mediante exosomas (Figura 9). La 
producción y el contenido de los exosomas puede verse modificada por la activación celular, 
como sugiere en el caso del PMA, y parece que puede verse revertido parcialmente con el uso de 
apocinina. Estas vesículas han sido implicadas en la patogénesis de la trombosis, diabetes, 
inflamación, aterosclerosis y la proliferación celular vascular 12. Por otro lado, también 
demostramos que existe una liberación al medio extracelular no dependiente de exosomas (Figura 
9). En el caso de la TRX, el tráfico intracelular puede ser llevado a cabo  por la proteína TXNIP, 
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mientras que en el caso de la PRDX parece que su transporte hacia la membrana plasmática en 
respuesta al PMA 125 puede depender de su unión a PKC para la formación de vesículas de 
transporte como han demostrado otros autores 256. Además, las modificaciones en los niveles 
intra y extracelulares de PRX-1/TRX parecen ser independientes de la síntesis de novo. De hecho, 
hallamos que tras la estimulación con PMA la célula respondería activando un mecanismo 
compensatorio para paliar la ausencia de PRX-1/TRX intracelular mediante el aumento en sus 
niveles de RNAm. Por otro lado, esta secreción de PRX-1/TRX al medio extracelular parece ser 
una respuesta coordinada celular a una situación de estrés oxidativo para intentar mantener la 
homeostasis celular y no una liberación derivada de la muerte celular por necrosis o apoptosis. 
Dicha respuesta se confirma a partir de los datos provenientes de la enzima MnSOD. La 
expresión de esta enzima puede verse aumentada por la exposición a estrés oxidativo 224 o ésteres 
de forbol, a través de un mecanismo dependiente de PKC 238, 260, tal y como nosotros 
demostramos en este trabajo tras la estimulación con PMA. Asimismo, otros autores han 
demostrado que la adición de TRX extracelular induce la expresión de MnSOD 43  lo que incidiría 
en la teoría de las “moonlighting proteins” ya que TRX actuaría en ese caso como una proteína 
transductora de señales. Sin embargo, aunque TRX podría estar implicada en la regulación de 
numerosos factores de transcripción 189 que podrían implicar la regulación de MnSOD, la 
modulación de los niveles de esta enzima podría estar causada por múltiples factores relativos al 
estado redox celular. En este sentido también hallamos que la preincubación con apocicina en los 
THP-1 aumenta de manera drástica los niveles de MnSOD. Estos datos sugieren que la apocinina 
disminuye el estrés oxidativo celular mediante diferentes mecanismos, que no se limitan 
exclusivamente a la inhibición de la actividad de la NAPDH oxidasa como demostramos en este 
trabajo, sino también a través del aumento de enzimas antioxidantes como la MnSOD. Sin 
embargo, los datos sobre la concentración intracelular de GSH muestran que la célula monocítica 
bajo estimulación con PMA disminuye los niveles intracelulares de GSH, aumentando los 
respectivos extracelulares. Tanto los niveles intracelulares de GSH como la actividad GSH 
peroxidasa están inversamente relacionados con la capacidad celular de oxidar LDLs en 
macrófagos 206. Los sistemas TRX y el GSH regulan la actividad de numerosos factores de 
transcripción, cinasas y fosfatasas, estando implicados en el control del crecimiento y muerte 
celular, o en la señalización tanto en el interior como en el exterior de la célula 199, 58. Los 
requerimientos redox de cada compartimento celular están dirigidos principalmente por la pareja 
formada por el GSH y el GSH oxidado 71. De acuerdo con estos hallazgos, otros autores han 
demostrado la capacidad de diversos compuestos como la N-acetilcisteína y el difeniliodonio para 
reducir los niveles de TRX inducidos por H2O2 o por homocisteína en células vasculares 
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humanas 42, 112. Además también estudiamos el estado oxidado de PRX y demostramos que esta 
proteína se encuentra altamente oxidada bajo estimulación con PMA, lo que inactivaría su 
función peroxidasa y podría dar lugar a la formación de oligómeros, inhibiendo de esta forma su 
función protectora frente a la producción escesiva de ROS 95. Para confirmar la especificad de la 
implicación de la NADPH oxidasa y descartar un efecto general de la apocicina en el transporte 
de PRDX y TRX hacia el exterior celular, se llevaron a cabo nuevos estudios en los que se 
silenció la subunidad catalítica de la NADPH en macrófagos NOX2. El silenciamiento de NOX2 
revirtió la disminución intracelular de los niveles de PRDX-1/TRX inducidos por PMA. En 
conjunto, todos estos datos apoyan la hipótesis de que el estrés oxidativo induce la liberación de 
PRDX-1/TRX y sugiere la potencial implicación de la producción de superóxido dependiente de 
la NADPH oxidasa y el incremento de los niveles de PRDX-1/TRX en aterotrombosis (Figura 
9). Sin embargo, y dado que en los estudios humanos no proporcionamos evidencias directas del 
posible papel de la NADPH oxidasa vascular en aterosclerosis, es importante puntualizar que el 
incremento de la NADPH oxidasa fagocítica no tiene por qué ser necesariamente el único factor 
responsable para el incremento en los niveles de PRDX-1/TRX. Además, hay que tener en 
cuenta la participación de otras que en la generación de ROS en aterosclerosis, entre ellas la 
lipooxigenasa, la xantina oxidasa y la sintasa de NO 139. Es interesante resaltar que los efectos 
pleiotrópicos de las estatinas, usadas como agentes cardioprotectores, dependen de la actividad de 
eNOS 54, 124, 262. El NO incrementa la S-nitrosilación de TRX estimulando su actividad lo que 
resulta finalmente en una reducción en la producción de ROS en ECs 70. Por otro lado, se ha 
demostrado que PRDX-1 controla la proliferación de CMLVs 103 y suprime la formación de la 
lesión aterosclerótica en el ratón ApoE-/-, probablemente debido a su actividad anti-inflamatoria 
110. De manera similar, TRX podría actuar como una proteína anti-inflamatoria, ya que la TRX 
extracelular reduce la expresión de la IL-1β por los monocitos /macrófagos en condiciones pro-
inflamatorias 23. La TRX circulante también actúa como un quimioatractante para monocitos, 
neutrófilos y linfocitos 21, e inhibe la migración de los neutrófilos tanto in vitro como in vivo 160. De 
acuerdo con estos datos, TRX podría ser una posible diana terapéutica para el tratamiento de las 
enfermedades del sistema vascular. Algunos estudios en modelos animales confirman este punto, 
por ejemplo la administración de TRX recombinante previene la miocarditis inducida por 
miosina 134 y el enfisema inducido por tabaco 212. Por tanto, se podría hipotetizar que los altos 
niveles extracelulares de PRDX-1/TRX observados en pacientes de aterotrombosis podrían 
reflejar un mecanismo inhibitorio de reclutamiento de leucocitos hacia la placa. Sin embargo, son 
necesarios más estudios en modelos animales para apoyar esta hipótesis. 
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En resumen, hemos demostrado que los niveles circulantes de PRDX-1/TRX están 
elevados en pacientes con aterosclerosis carotídea y correlacionan con el espesor íntima-media 
carotídeo y la producción de superóxido dependiente de la NADPH oxidasa en pacientes 
asintomáticos, apoyando la utilidad potencial de estas moléculas como biomarcadores de estrés 
oxidativo en aterosclerosis. 
 
  
Figura 9.- Esquema de las modificaciones intracelulares y en el transporte bajo estrés oxidativo de PRDX-
1/TRX. 
 
 
Las funciones intracelulares de las CSPs son clave, ya que muchas de ellas protegen a 
las células de la vasculatura frente a estímulos nocivos. Por otro lado, la expresión de las CSPs es 
modulada por numerosos estímulos implicados en la aterogénesis incluyendo inflamación, estrés 
oxidativo, proteólisis o apoptosis. Esto podría reflejar cambios en los niveles de CSPs en el 
medio extracelular, pudiéndose manifestar en los niveles plasmáticos. Sin embargo, aunque en 
las enfermedades cardiovasculares se ha sugerido a numerosas HSPs como marcadores de la 
patología asociadas al desarrollo de estas enfermedades, hay que ser cautos al analizar estos datos 
ya que su expresión puede ser transitoria en respuesta a eventos agudos como el infarto de 
miocardio, o reflejar un estado crónico de desequilibrio redox o inflamatorio más que un riesgo 
específico. Como consecuencia, los esfuerzos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades 
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cardiovasculares como la aterosclerosis deberían focalizarse no sólo en la regulación de los 
niveles intracelulares y extracelulares de las CSPs, sino también el reconocimiento de las CSPs por 
sus receptores y su posterior internalización. Así finalmente, las CSPs podrían ser consideradas 
como dianas potenciales para el fortalecimiento de las defensas vasculares y retrasar o evitar las 
complicaciones clínicas asociadas a la aterotrombosis.  
 
Líneas de trabajo abiertas tras la realización de esta tesis 
Aunque este trabajo ha conseguido responder numerosas preguntas planteadas al inicio 
de la tesis, también ha originado muchas más preguntas, abriendo nuevas líneas de trabajo para 
intentar responderlas. Para ello estamos realizando estudios in vitro usando un péptido que inhibe 
específicamente la actividad chaperona de HSP70. Además, intentaremos profundizar a nivel 
molecular sobre las acciones que provocan ambas aproximaciones terapéuticas (17-DMAG, 
péptido inhibidor de HSP70) en sus proteínas cliente. Por otro lado, para discernir del efecto 
inhibitorio en la actividad ATPasa del 17-DMAG al unirse HSP90, del efecto pleiotrópico que da 
lugar a la sobreexpresión de HSPs protectoras (HSP27 y HSP70), estamos realizando ensayos 
preliminares in vitro con adenovirus que consiguen la sobreexpresión de HSF1. De esta forma es 
posible conseguir el aumento en los niveles de HSPs protectoras sin inhibir la actividad de 
HSP90. Conjuntamente, para abordar el estudio del papel de las HSPs a nivel extracelular 
estamos intentando desarrollar una proteína recombinante de HSP70, bien con secuencias que le 
permiten penetrar en las células, bien con la ausencia de las mismas. De esta forma podríamos 
estudiar el papel extracelular de esta HSP y además estudiar el posible papel terapéutico de la 
administración de la misma. 
Finalmente, una vez comprobado en esta tesis el papel citoprotector de las proteínas de la 
familia de la TRX (PRDX-1/TRX) frente al estrés oxidativo en aterosclerosis, estamos poniendo 
en marcha un estudio in vivo en el que estudiaremos la modulación terapéutica de estas proteínas y 
su efecto en el modelo de aterosclerosis de ApoE-/-, tanto en la progresión como en la regresión. 
Estas cuatro nuevas aproximaciones buscan diseccionar y profundizar en los efectos 
individualizados y la función en aterogénesis de cada CSP, lo que facilitaría el desarrollo de 
nuevas terapias en aterosclerosis o la mejora de las ya existentes. 
 
Líneas de pensamiento abiertas durante la realización de esta tesis 
Diversos procesos que intervienen en la patogenia de la aterosclerosis afectan 
directamente a la estabilidad de las proteínas. El principio operativo de la PN 185, entendiendo a la 
PN como un programa global de mantenimiento del correcto ensamblaje proteico que podría 
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usarse para desarrollar mejores herramientas para mejorar la salud en humanos, sugiere que es 
necesario solventar los problemas en la  homeostasis proteica de manera general a través de la 
modulación del PN, efecto que se consigue al usar el inhibidor específico de la HSP90, 17-
DMAG. La explicación de por qué los inhibidores de HSP90 promueven la degradación de 
proteínas vía ubiquitinación-proteosoma 259, 219 se debe a que la unión de HSP90 a su proteína 
cliente inhabilita su degradación, e inhibidores como el 17-DMAG impiden esa unión. Esta 
observación de la maquinaria de las chaperonas se complementa con el efecto opuesto de ambas 
proteínas: HSP70 aumentando la degradación de proteínas cliente mediante ubiquitación y 
HSP90 inhibiéndola, siendo esta la que toma la decisión sobre el destino de una proteína 
desensamblada en un escenario de estrés190. Además, el estado redox celular afecta de manera 
clave al mantenimiento de la proteostass mediante la modificación de la conformación de las 
proteínas (PRX-1/TRX), altera las interacciones proteína-proteína (TXNIP-TRX) y/o promueve 
el tráfico intracelular de proteínas de respuesta al estrés (liberación de PRX-1/TRX). Todos estos 
datos muestran la importancia del desarrollo de nuevas terapias y estrategias de prevención que 
modulen las disfunciones vasculares asociadas a las alteraciones proteicas y el desequilibrio redox 
celular. La visión de la importancia de la PN en la fisiología de los organismos está 
minusvalorada, sin embargo cada vez parece ser más evidente que enfermedades como la 
aterosclerosis podrían beneficiarse de un mejor conocimiento global del funcionamiento de la 
PN. Sin embargo, el estudio molecular de la funcionalidad chaperona de las CSPs sobre sus 
proteínas cliente y la importancia de la proteostasis en aterosclerosis no han sido profundamente 
estudiados en este trabajo y futuros estudios moleculares en este campo podrían arrojar luz sobre 
estos procesos complejos implicados en el desarrollo de la placa de ateroma. 
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1. HSP90 se encuentra sobre-expresada en la placa aterosclerótica, sobre todo en las placas 
más vulnerables, por lo que podría considerarse como un factor asociado a la inestabilidad de la 
misma, mientras que HSP70 podría relacionarse con la estabilidad de la placa de ateroma. 
 
2. Los inhibidores de HSP90, como el 17-AAG y el 17-DMAG, poseen efectos 
pleiotrópicos entre los que se encuentran la modulación de numerosos mediadores inflamatorios 
implicados en aterosclerosis y la sobreexpresión de HSPs protectoras, como la HSP70.  
 
3. El 17-DMAG interfiere con el desarrollo de la placa y reduce el contenido lipídico de la 
misma, pudiendo promover la estabilidad de la placa a través de la reducción de factores 
inflamatorios e infiltración de monocitos/macrófagos. 
 
4. La inhibición de HSP90 es capaz de disminuir el estrés oxidativo y la transición 
monocito/macrófago en aterosclerosis experimental, apuntando hacia un posible uso terapéutico 
del 17-DMAG en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamación. 
 
5. El incremento en los niveles de las subunidades de la NADPH oxidasa, NOX1 y 
NOXO1, durante el proceso de diferenciación de los monocitos y en las placas vulnerables de 
aterosclerosis avanzada podrían ser marcadores de inestabilidad de lesión ateromatosa. 
 
6. La liberación al medio extracelular de PRDX-1/TRX está asociada a la producción de 
ROS dependiente de la NAPDH oxidasa, un proceso mediado, al menos en parte, por exosomas. 
 
7. Los niveles circulantes de PRDX-1/TRX están elevados en pacientes con aterosclerosis 
carotídea en comparación son sujetos sanos.  
 
8. Asimismo, los niveles circulantes de PRDX-1/TRX correlacionan con el grosor íntima-
media carotídeo y la producción de superóxido dependiente de la NADPH oxidasa en pacientes 
asintomáticos, apoyando la utilidad potencial de estas moléculas como biomarcadores de estrés 
oxidativo en aterosclerosis. 
 
Como conclusión personal y global de esta trabajo, quiero resaltar como mensaje final 
que las proteínas de respuesta al estrés son algo más que chaperonas, ya que ocupan un espacio 
funcional continuo que abarca tanto su ampliamente descrito papel efector en el 
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ensamblaje/desensamblaje y degradación de proteínas, como sus escasamente descritos hasta el 
momento, efectos en la señalización intracelular y como comunicadores intercelulares. 
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